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“O que sabemos é uma gota; o que ignoramos é um oceano” 
 
Isaac Newton
  
Resumo 
Palavras-chave: condicionamento olfatório de medo, núcleo pré-
mamilar dorsal do hipotálamo, adrenoceptores beta.  
 
O condicionamento de medo é um modelo capaz de testar várias 
etapas das reações comportamentais de animais expostos a situações de 
perigo. As memórias para odores são geralmente associadas com 
experiências emocionais, e a associação entre cinco choques elétricos 
nas patas (estímulo incondicionado, EI) com o odor neutro (estímulo 
condicionado, EC) é capaz de estabelecer o condicionamento olfatório 
de medo (COM). O núcleo pré-mamilar dorsal do hipotálamo (PMd) dos 
roedores é uma estrutura chave para o processamento neural das reações 
de defensa decorrentes da exposição ao predador, e adrenoceptores beta 
no PMd estão relacionados com estas respostas de medo. O PMd 
também está envolvido com a expressão das respostas de medo para o 
odor pareado com choque nas patas. Assim, no presente trabalho o 
modelo do COM foi utilizado para verificar a participação de 
adrenoceptores beta no PMd durante a aquisição e a expressão das 
respostas de medo em ratos. O atenolol (ATE, antagonista adrenérgico 
beta1, 80 nmol) microinjetado no PMd 10 min antes da fase de 
aquisição do COM impediu a associação entre o odor neutro (acetato de 
amila) e o EI. O ATE (10 e 40 nmol) microinjetados 10 min antes da 
exposição ao odor (EC1) reduziu as respostas de medo provocadas pelo 
estímulo olfatório, e impediu o condicionamento de segunda ordem 
associado ao contexto (EC2). Estes resultados sugerem a participação de 
adrenoceptores beta na aquisição e expressão do COM, de modo similar 
à redução nas respostas de medo observada ao odor de gato. Foi então 
investigado se a estimulação farmacológica do PMd promoveria um 
estado emocional semelhante às mudanças provocadas pela exposição 
ao predador, e se esta estimulação poderia ser usada como EI, buscando 
o entendimento da modulação da aquisição do condicionamento de 
medo e sua expressão comportamental. Ratos foram condicionados pelo 
pareamento entre a microinjeção de isoproterenol (ISO, agonista beta) 
no PMd e o odor. O ISO (10 e 40 nmol) induziu a aquisição do COM e 
o condicionamento de segunda ordem pela ativação de receptores beta1 
no PMd, uma vez que o ATE (40 nmol), mas não a butoxamina 
(antagonista adrenérgico beta2, 10 nmol), microinjetado antes do ISO 
impediu a associação ISO-EC. De maneira semelhante que no COM 
decorrente da associação entre odor e choques nas patas, o ATE (40 
nmol) no PMd também impediu a expressão do comportamento 
  
defensivo ao EC1 no condicionamento promovido por ISO. A injeção 
sistêmica de nadolol, um antagonista beta adrenérgico periférico, não 
impediu o COM promovido por ISO no PMd. Considerando as densas 
projeções glutamatérgicas do PMd para a matéria cinzenta periaquedutal 
dorsal (MCPd), foi verificado se o bloqueio de receptores NMDA na 
MCPd poderia interferir com o condicionamento de medo. O 
antagonista de receptores NMDA (AP5, 6 nmol) na MCPd foi capaz de 
impedir a aquisição e a expressão do COM promovido por ISO no PMd. 
Assim, a ativação de adrenoceptores beta1 no PMd é um modelo 
adequado para mimetizar as mudanças emocionais a ponto de funcionar 
como EI e promover o COM. Além disso, a ativação do PMd é capaz de 
mobilizar os mesmo sistemas neurais envolvidos na aquisição e 
expressão do condicionamento contextual relacionado com o predador.
  
Abstract 
Keywords: olfactory fear conditioning, dorsal premammillary 
nucleus, beta-adrenoceptors. 
 
The fear conditioning model is a paradigm able to test frame–by-
frame how subjects behave to cope with the various threatening 
situations. Olfactory memories are often associated with emotional 
experiences, and olfactory fear conditioning (OFC) has been used as a 
valuable tool to study fear-related systems. The association of five 
footshocks with a neutral odor (CS1) is able to establish an OFC. The 
dorsal premammillary nucleus (PMd) of rodents is a key brain structure 
in the neural processing of anti-predatory defensive behavior, and beta-
adrenoceptors in the PMd have shown to mediate unconditioned and 
conditioned responses toward predator odor. Furthermore, PMd has also 
been shown to mediate the expression of conditioned fear responses to 
the shock-paired odor. For this reason, cued OFC was conducted to 
verify the role of adrenoceptors in the PMd during the acquisition and/or 
the expression of conditioned emotional response. Atenolol (ATE; a 
beta-1adrenoceptors antagonist) 80 nmol injected in the PMd 10 min 
before the conditioning session impaired the amyl acetate odor-US (five 
footshocks) association. Moreover, ATE 10 e 40 nmol injected 10 min 
before the CS1 exposure, reduced the defensive behavior elicited by the 
olfactory CS1, and impaired the second order association to the context 
(CS2) associated to CS1. These results suggest a role of the beta-
adrenoceptors in the PMd in the acquisition and expression of OFC, in 
addition to its well known effects in reducing the defensive responses to 
predatory odor. In the second set of experiments, it was sought to mimic 
the internal state changes in response to a predator threat by 
pharmacologically stimulating the PMd, and could also be used as US 
and bring new insights to understand the modulation of fear 
conditioning acquisition and its behavioral expression. Rats were 
conditioned by pairing which was an intra-PMd microinjection of 
isoproterenol (ISO; beta-adrenoceptor agonist) with CS1. ISO 10 and 40 
nmol induced the acquisition of the OFC and the second order 
association by activation of beta-1 receptors in the PMd, once ATE40 
injected before ISO impaired the ISO-CS conditioning. Furthermore, 
similar to what had been found for OFC promoted by foot shocks, 
ATE40 in the PMd also impaired the expression of OFC promoted by 
ISO. A systemic injection of nadolol, a peripheral beta-blocker, failed to 
impair the ISO-CS conditioning. Considering the strong glutamatergic 
projections from the PMd to the dorsal periaqueductal gray (dPAG), it 
  
was tested how the glutamatergic blockade of the dPAG would interfere 
with the OFC induced by ISO. Accordingly, microinjections of NMDA 
receptor antagonist (AP5, 6 nmol) into the dPAG were able to block 
both the acquisition and the expression of the OFC induced by ISO in 
the PMd. In conclusion, PMd beta-1 adrenoceptors stimulation seems to 
be a suitable model to mimic predatory threat-induced internal state 
changes, working as a US to promote OFC. Furthermore, it is able to 
mobilize the same systems involved in the acquisition and expression of 
predator related contextual conditioning. 
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1. Introdução 
 
1.1 Ansiedade e comportamento defensivo 
A ansiedade é caracterizada como um estado emocional, que 
envolve componentes comportamentais, fisiológicos e endócrinos, a um 
evento com características aversivas (Graeff, 2007; Blanchard e 
Blanchard, 2008). Sendo assim, a ansiedade é um comportamento 
normal e necessário para motivar uma ação. Reações de medo e 
ansiedade são respostas emocionais para eventos aversivos, no entanto a 
ansiedade estaria mais relacionada a um medo potencial do que a um 
perigo presente e claro (Blanchard e Blanchard, 2008). A ativação dos 
sistemas de medo e ansiedade envolve uma série de respostas, como 
ativação do sistema nervoso autônomo e liberação de hormônios, de 
valor adaptativo visando reduzir os danos perigosos ao organismo. 
Assim, do ponto de vista evolutivo, a ansiedade e o medo são emoções 
partilhadas pelos animais para a manutenção da integridade física e das 
espécies (Nesse, 1999; 2005).  
Entretanto, em algumas situações, a ansiedade pode tornar-se 
intensa ou permanente, prejudicando as funções fisiológicas e 
cognitivas, a ponto de gerar respostas a estímulos incorretos que não são 
necessariamente perigosos. Nesse momento a ansiedade deixa de ser um 
mecanismo de defesa normal e passa a ser tratada como transtorno de 
ansiedade (Bremner, Krystal et al., 1996). A qualidade com que um 
estímulo é percebido como “perigoso” depende de muitos fatores, e 
inclui desde tendências pré-programadas ou incondicionadas, 
aprendizados específicos por experiências diretas, ou pela observação de 
experiências sofridas por outros, bem como alguns estressores passados 
ou presentes não específicos (Blanchard e Blanchard, 2008). Esses 
diferentes fatores que fazem com que um estímulo promova medo e 
ansiedade necessita de modelos comportamentais de ansiedade, sendo 
que vários modelos e os mais variados estímulos que provocam medo 
podem ser utilizados. 
Charles Darwin já havia relatado em seu trabalho sobre as 
emoções nos homens e nos animais (Darwin, 1872), que ambos 
compartilham do mesmo padrão emocional de comportamentos, e por 
isso o estudo de reações defensivas nos animais em situações de perigo 
e ameaça permite a analogia da ansiedade exibida pelo homem. Os 
roedores apresentam diferentes padrões de estratégia comportamental 
flexível e adaptativa (Blanchard, Yudko et al., 1993). As respostas 
defensivas exibidas pelos animais variam entre fuga, esquiva, 
congelamento, ataque defensivo, avaliação de risco, e o ato de 
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enterrarem objetos potencialmente perigosos. Todos esses 
comportamentos dependem do contexto onde o estímulo ameaçador é 
apresentado, podendo ser representado pelo predador, pelo ataque de um 
co-específico, ou uma característica perigosa do ambiente. As respostas 
exibidas pelos animais são persistentes, e podem ainda ser 
condicionadas ao contexto onde foram expostos (Blanchard e 
Blanchard, 2008).  
A investigação das respostas defensivas frente a estímulos 
aversivos permite a elucidação das bases neurobiológicas do medo. Nos 
últimos anos uma série de modelos tem sido utilizada em roedores para 
o estudo da neurobiologia da ansiedade (para revisão, ver Canteras e 
Blanchard, 2008; McNaughton e Zangrossi, 2008). Os modelos 
utilizados podem ser classificados em dois grandes grupos, os que 
utilizam respostas incondicionadas e geram, portanto, padrões 
comportamentais não aprendidos, e os modelos que necessitam de um 
condicionamento permitindo a análise das mudanças nos 
comportamentos aprendidos (Panksepp, 1990). 
Com os estudos das respostas defensivas nos animais de 
laboratório, foi possível identificar e correlacionar as áreas cerebrais 
envolvidas nos diferentes processos comportamentais do medo. As 
estruturas formadas pelo hipotálamo medial, amígdala e matéria 
cinzenta periaquedutal dorsal são reconhecidas por formarem um 
sistema neural responsável pela geração e elaboração de estados 
aversivos no encéfalo (Brandão, Anseloni et al., 1999; McNaughton e 
Corr, 2004). Estudos anatômicos tem demonstrado que estas estruturas 
são interconectadas, sugerindo um sistema cerebral de defesa altamente 
organizado (Canteras e Blanchard, 2008). Nesse contexto, será abordado 
o papel do hipotálamo nas respostas defensivas dos animais. 
 
1.2 O hipotálamo e o comportamento defensivo 
O hipotálamo é uma estrutura encefálica responsável por integrar 
funções endócrinas, autonômicas e comportamentais, críticas para a 
sobrevivência individual e das espécies (Swanson, 1987). O hipotálamo 
é uma estrutura altamente organizada, e possui conexões com diferentes 
estruturas no encéfalo (Fig. 1). Essa organização estrutural contribui 
para desempenhar sua função na integração das três classes básicas do 
comportamento motivado para a sobrevivência de todos os animais: 
ingestivo, reprodutivo e defensivo (Swanson, 1987). O hipotálamo 
possui como estrutura básica três zonas longitudinais distintas 
(periventricular, medial e lateral), sendo dividido em quatro níveis 
rostro-caudais: pré-óptica, anterior, tuberal e mamilar (Swanson, 1987).
  
 
Figura 1. Diagrama representando as conexões do hipotálamo. 
Adaptado de Swanson (1987). 
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Dentre os núcleos do hipotálamo, a zona medial contém uma 
coluna de grupo celular distinto e inclui, no sentido rostro-caudal, o 
núcleo pré-óptico medial, núcleo hipotalâmico anterior, núcleo 
ventromedial, núcleo pré-mamilar dorsal e ventral e corpos mamilares. 
Esses núcleos em conjunto formam a chamada “coluna de controle 
comportamental” (Swanson, 2000).  
Em relação ao comportamento defensivo, os primeiros estudos no 
final do século 19 mostraram que animais (cães e gatos) cujo córtex 
cerebral havia sido removido continuavam apresentando expressão de 
emoções comportamentais. Experimentos com lesões encefálicas 
sustentavam a hipótese de que as reações de raiva envolviam uma área 
compreendida entre a metade caudal do hipotálamo e a região caudal do 
tálamo ventral, sendo o hipotálamo a estrutura chave para a expressão 
das emoções (Bard, 1928). 
Trabalhos posteriores com estimulação elétrica de vários pontos 
do diencéfalo de gatos identificaram duas regiões do hipotálamo, a 
região perifornical e o hipotálamo lateral, como sítios responsáveis em 
integrar as respostas defensivas (Hilton e Zbrozyna, 1963). Outros 
trabalhos com estimulação elétrica confirmaram o papel do hipotálamo 
nas respostas defensivas, e incluíram a amígdala, a estria terminal, o 
núcleo do leito da estria terminal, e a substância cinzenta periaquedutal 
(Hunsperger, 1956; Fernandez De Molina e Hunsperger, 1962). 
Entretanto, foram Wasman e Flynn que afirmaram que o 
comportamento defensivo seria primeiramente produzido por sítios do 
hipotálamo medial (Wasman e Flynn, 1962). Outros estudos em 
macacos (Delgado, 1964) e roedores (Panksepp, 1971b; a) confirmaram 
que o hipotálamo medial, particularmente o núcleo ventromedial, estava 
envolvido no comportamento defensivo. 
Já na década de 80, trabalhos em roedores mostraram que a 
inibição da neurotransmissão inibitória GABAérgica (Di Scala, Schmitt 
et al., 1984; Schmitt, Di Scala et al., 1985; Brandão, Di Scala et al., 
1986; Milani e Graeff, 1987) ou estimulação elétrica (Yardley e Hilton, 
1986) no hipotálamo medial promovia um padrão de respostas 
autonômicas e somáticas e expressão de comportamento defensivo. 
Apesar da injeção de aminoácido excitatório glutamato no hipotálamo 
medial ter falhado em promover respostas defensivas (Bandler, 1982), a 
injeção do aminóacido excitatório ácido caínico nessa região promoveu 
uma série de respostas comportamentais nos ratos semelhantes às 
expressões visualizadas quando esses eram expostos a um predador 
natural (Silveira e Graeff, 1992). Em conjunto, esses resultados 
indicariam que o hipotálamo medial contêm grupos de neurônios que 
25 
 
comandam o comportamento defensivo e que são tonicamente inibidos 
pela neurotransmissão GABAérgica. Nesse contexto, já foi demonstrado 
que a neurotransmissão GABA também é responsável em controlar 
respostas de medo para estímulos condicionados em núcleos localizados 
nas áreas rostrais do hipotálamo medial (Santos, Macedo et al., 2008).  
Apesar dos trabalhos com estimulação apontarem o hipotálamo 
medial como a estrutura chave em orquestrar as respostas defensivas, 
esses métodos são inadequados em delimitar as estruturas que 
participam do circuito defensivo. Na década de 90, utilizando técnicas 
experimentais de traçamento para estudar as conexões do hipotálamo 
medial, foram identificados três núcleos fortemente interconectados, o 
núcleo hipotalâmico anterior (AHN), a parte dorsomedial do núcleo 
hipotalâmico ventromedial (VMHdm) e o núcleo pré-mamilar dorsal 
(PMd) (Canteras e Swanson, 1992; Canteras, Simerly et al., 1994; 
Risold, Canteras et al., 1994). Esse circuito, nomeado como sistema 
defensivo hipotalâmico medial, foi primariamente associado com a 
integração das respostas defensivas ao predador natural (Canteras, 
Chiavegatto et al., 1997; Canteras, 2002; Canteras, 2008; Canteras e 
Blanchard, 2008). Assim, a apresentação dos roedores ao gato induz 
uma série de comportamentos de congelamento, fuga, avaliação de 
risco, acompanhado pelo aumento da expressão de Fos (um marcador da 
ativação neuronal) apenas nessas três estruturas, o AHN, o VMHdm e o 
PMd (Canteras, Chiavegatto et al., 1997; Cezario, Ribeiro-Barbosa et 
al., 2008). Esse mesmo circuito apresenta-se ativado na exposição ao 
odor de gato (Dielenberg, Hunt et al., 2001). Além de serem 
interconectados, os núcleos do sistema defensivo hipotalâmico medial 
recebe e envia aferências para outras estruturas não hipotalâmicas que 
participam igualmente do comportamento defensivo, dentre elas, a 
amígdala, o núcleo do leito da estria termina, o hipocampo, o córtex pré-
frontal, o septo lateral e a substância cinzenta periaquedutal (Canteras, 
2002).  
Dentre essas estruturas, o PMd é o sítio que apresenta o maior 
aumento de expressão de Fos, tanto na exposição ao gato quanto ao odor 
de gato (Canteras, Chiavegatto et al., 1997; Dielenberg, Hunt et al., 
2001), e lesões nesse núcleo reduzem drasticamente as respostas 
defensivas ao predador natural (Canteras, Chiavegatto et al., 1997; 
Blanchard, Li et al., 2003). Por isso, muitos estudos tem investigado a 
participação do PMd dentro do sistema defensivo hipotalâmico medial.  
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1.2.1 O núcleo pré-mamilar dorsal do hipotálamo 
O PMd, como já foi mencionado, é uma estrutura chave dentro do 
sistema defensivo hipotalâmico medial. A ativação do PMd foi 
relacionada com a exposição ao gato ou seus odores (Canteras, 
Chiavegatto et al., 1997; Dielenberg, Hunt et al., 2001; Blanchard, 
Canteras et al., 2005), mas não está associado com outros odores 
aversivos, como o TMT (trimetiltiazolina), um composto sintético 
isolado de fezes de raposa, que apesar de ser muito utilizado para 
mimetizar o odor de predador, não promove a ativação das estruturas do 
sistema defensivo hipotalâmico medial (Staples, McGregor et al., 2008). 
Além desses estudos em ratos, o mesmo padrão de ativação do PMd 
frente a uma pista aversiva é encontrado em camundongos quando esses 
são expostos ao predador natural, o rato (Martinez, Carvalho-Netto et 
al., 2008), indicando que a especificidade do circuito defensivo estaria 
preservada em diferentes espécies. De maneira similar, o PMd também é 
importante na expressão das respostas de medo quando os animais 
subordinados são confrontados com o dominante da mesma espécie 
(Motta, Goto et al., 2009).  
Estudos com lesões eletrolíticas ou por ácido ibotênico no PMd 
impediram a expressão das respostas defensivas frente as pistas do 
predador (Canteras, Chiavegatto et al., 1997; Blanchard, Li et al., 2003; 
Blanchard, Canteras et al., 2005), mas não impediram a habilidade dos 
roedores em detectarem outras pistas olfatórias não aversivas, como a 
percepção de feromônios do sexo oposto (Markham, Blanchard et al., 
2004). Assim, o PMd dentro do circuito de defesa parece participar 
apenas na detecção dos odores aversivos de predadores.  
Os núcleos hipotalâmicos AHN e VMHdm enviam densas 
projeções bilaterais para o PMd (Canteras e Swanson, 1992; Canteras, 
Simerly et al., 1994; Risold, Canteras et al., 1994). Este tipo de arranjo 
sináptico permite ao PMd servir como um amplificador dos processos 
neurais hipotalâmicos processando as vias relacionadas ao predador. 
Além da forte expressão de proteína Fos durante a exposição ao 
gato, a ativação do PMd ocorre também após exposição ao contexto 
associado ao gato, sugerindo que o PMd é responsável pelo 
processamento aversivo ao predador e também participa no processo de  
formação de memória aversiva contextual (Canteras, Ribeiro-Barbosa et 
al., 2001; Cezario, Ribeiro-Barbosa et al., 2008). Lesões químicas 
específicas ao corpo celular do PMd eliminam totalmente as respostas 
de medo ao contexto associado com o predador, como o comportamento 
de escape, congelamento e avaliação de risco, (Canteras, Chiavegatto et 
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al., 1997; Cezario, Ribeiro-Barbosa et al., 2008; Carvalho-Netto, 
Martinez et al., 2010).  
Alguns estudos já comprovaram a participação de diferentes 
neurotransmissores no PMd envolvidos nesse papel de detecção das 
pistas relacionadas com o predador. As respostas defensivas podem ser 
impedidas com o bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo 
NMDA, e a redução das respostas defensivas é acompanhada por 
diminuição da ativação neuronal do PMd (Beijamini e Guimarães, 
2006). Um trabalho recente do nosso laboratório demonstrou que o 
bloqueio de receptores NMDA do PMd foi capaz de bloquear tanto a 
expressão das respostas comportamentais a exposição ao odor de gato, 
quanto o condicionamento ao contexto onde o odor de gato havia sido 
apresentado (Canteras, Kroon et al., 2008), fortalecendo a hipótese de 
que receptores glutamatérgicos nessa região são essenciais para a 
expressão das respostas comportamentais aos perigos do ambiente. 
Além da neurotransmissão glutamatérgica, o óxido nítrico poderia ser 
outro potencial neurotransmissor envolvido no processamento das 
respostas defensivas ao estímulo de predador (Beijamini e Guimarães, 
2006). Recentemente foi demonstrado que receptores adrenérgicos do 
PMd também são importantes tanto para a expressão do comportamento 
defensivo frente ao odor de predador, como no condicionamento ao 
contexto associado ao predador (Do Monte, Canteras et al., 2008).  
O PMd não está envolvido com o comportamento defensivo em 
modelos que utilizam outros estímulos aversivos diferentes das pistas 
relacionadas com o predador, como no condicionamento contextual com 
choque elétrico nas patas, no labirinto em cruz elevado (Blanchard, Li et 
al., 2003), ou na resposta de sobressalto potencializada pelo medo 
(Santos, Macedo et al., 2008). Corroborando com essa idéia, estudos 
com condicionamento aversivo clássico que utilizam o som como 
estímulo condicionado não apresentam ativação de proteína Fos no PMd 
(Pezzone, Lee et al., 1992; Smith, Banerjee et al., 1992). Como pode ser 
visualizado na figura 2, o PMd, dentro do sistema defensivo 
hipotalâmico medial, seria um elo importante na mediação das respostas 
defensivas às pistas provenientes do predador natural ou ao contexto 
associado. Porém, em relação ao comportamento defensivo promovido 
pela associação de estímulo incondicionado, outras estruturas 
encefálicas parecem ser mais importantes, como a amígdala lateral e 
basolateral (Ledoux, 2000).  
Assim, o PMd parece ser específico apenas para a expressão e 
associação de respostas de medo associadas a perigos ambientais de 
  
 
 
 
Figura 2. Representação esquemática comparando circuitos neurais mediando condicionamento aversivo (esquerdo) e respostas 
incondicionadas à exposição ao gato (direito). Legenda: AHN, núcleo hipotalâmico anterior; BLA, núcleo basolateral da amígdala; BMAp, parte 
posterior do núcleo basomedial da amígdala; BSTif, núcleo do leito da estria terminal; CEA, núcleo central da amígdala; EC, estímulo 
condicionado; EI, estímulo incondicionado; LA, núcleo lateral da amígdala; LHA, área hipotalâmica lateral; MEApv, parte posteroventral do 
núcleo medial da amígdala; MCPd, matéria cinzenta periaquedutal dorsal; PMd, núcleo pré-mamilar dorsal; PVH, núcleo paraventricular; 
VMHdm, parte dorsomedial do núcleo ventromedial. Adaptado de Canteras (2008).   
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predadores. Neste trabalho, buscou-se investigar a participação do PMd 
nas respostas de medo associados com odor aversivo no 
condicionamento olfatório de medo. 
 
1.3 Condicionamento Pavloviano de medo 
O condicionamento Pavloviano, ou condicionamento clássico, foi 
proposto pelo investigador Pavlov, no início do século 20. Nos estudos 
para entender o processo de salivação mediante a apresentação da 
comida, também chamada de resposta incondicionada, Pavlov percebeu 
que o animal poderia prever a apresentação da comida pela simples 
associação a pistas, como o toque de uma campainha. Assim, Pavlov 
percebeu que o estímulo neutro (EN, som da campainha) poderia ser 
associado ao estímulo incondicionado (EI, comida), e assim passar a ser 
um estímulo condicionado (EC) e promover a resposta de salivação, ou 
seja, respostas condicionadas. 
Em humanos, um estudo pioneiro mostrando a capacidade de 
promover condicionamento data de 1920. Watson e Rayner 
condicionaram respostas de medo em uma criança de nove meses, o 
pequeno Albert. Eles fizeram algumas associações entre um som alto, 
que promovia reação de medo na criança, a um rato branco (estímulo 
neutro), e após algumas associações a apresentação do rato ou objetos 
peludos similares promovia as respostas de medo condicionadas 
(Watson e Rayner, 1920). Com esse estudo, o condicionamento 
Pavloviano de medo ficou conhecido por também ser aplicado a 
humanos. Em estudos posteriores, em roedores, Skinner adaptou o 
condicionamento Pavloviano com comportamentos em progresso, 
mostrando que um som que havia sido pareado com choque elétrico nas 
patas adquiria a habilidade de suprimir um comportamento. Assim, os 
ratos aprendiam que ao pressionar uma barra, após a apresentação de um 
som condicionado, o choque elétrico nas patas não aconteceria (Estes e 
Skinner, 1941). 
Nos últimos anos grandes avanços no conhecimento de memórias 
traumáticas foram observados sobre as características comportamentais 
e mecanismos neurais da aquisição de eventos aversivos. Muito desse 
progresso pode ser atribuído ao modelo do condicionamento de medo 
Pavloviano. Diferente das respostas de medo a estímulos 
incondicionados, o condicionamento Pavloviano de medo envolve a 
geração de reações defensivas para estímulos que predizem uma 
conseqüência aversiva. As recentes pesquisas realizadas com o 
condicionamento Pavloviano tem sido úteis para delimitar a nível 
anatômico, celular e molecular nos substratos do aprendizado aversivo 
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(Ledoux, 2000; Maren, 2001). O início da percepção de muitas reações 
emotivas são produtos de condicionamento. 
No condicionamento aversivo clássico um estímulo inicialmente 
neutro (isto é, o EN, como som, luz, ou mesmo um odor), ao ser pareado 
com um estímulo incondicionado aversivo (EI, como o choque elétrico 
das patas) adquire caráter emocional relevante, podendo provocar 
respostas condicionadas na ausência do EI (Kim e Fanselow, 1992; 
Gewirtz e Davis, 2000; Ledoux, 2000). O choque nas patas promove 
uma série de respostas autonômicas, ou respostas de medo 
incondicionado. Após alguns pareamentos, a presença do EC é capaz de 
provocar uma resposta emocional condicionada. Nos roedores, as 
respostas de medo podem ser caracterizadas pelo congelamento 
(cessação total dos movimentos, exceto dos necessários para a 
respiração), aumento na amplitude de uma resposta de medo a um som 
elevado (sobressalto potencializado pelo medo), aumento da pressão 
sanguínea, hipoalgesia, mudanças na freqüência respiratória, emissão de 
vocalização ultrassônica, esquiva de lugares onde o choque ocorreu, 
entre outras respostas defensivas, além da liberação de hormônios do 
estresse (Helmstetter, 1992; Watkins, Wiertelak et al., 1993; Fendt e 
Fanselow, 1999; Ledoux, 2000; Walker e Davis, 2002b). Assim, as 
associações com diferentes estímulos aversivos permitem aos animais 
identificar e evitar perigos ambientais potenciais. As respostas de medo 
condicionadas podem ser geradas pela associação de um único 
pareamento EN-EI (Anagnostaras, Josselyn et al., 2000; Frankland, 
Josselyn et al., 2004), ou após várias associações (Rodrigues, Farb et al., 
2004; Kroon e Carobrez, 2009), e podem persistir por um longo 
intervalo de vida do animal (Gale, Anagnostaras et al., 2004).  
Geralmente, nos modelos de condicionamento de medo clássico, 
os pesquisadores utilizam o choque elétrico nas patas como EI, mas o 
condicionamento não está limitado apenas para este estímulo. Outros EI 
também podem dar suporte ao condicionamento aversivo, dentre eles 
um som alto (Leaton e Cranney, 1990), inalação de dióxido de carbono 
(Mongeluzi, Rosellini et al., 1996), e a apresentação do predador, que 
pode condicionar o contexto associado (Dielenberg e McGregor, 2001), 
ou substâncias que causam náuseas, como o cloreto de lítio (Guitton e 
Dudai, 2004), drogas que induzem um estado ansiogênico, como o 
pentilenotetrazol (Cavalli, Bertoglio et al., 2009), ou mesmo a ativação 
direta de estruturas cerebrais que causam aversão, podem ser pareados a 
pistas na mesma dimensão que o choque elétrico nas patas (Di Scala, 
Mana et al., 1987).   
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No condicionamento Pavloviano de medo várias etapas do 
processo podem ser estudadas em uma análise longitudinal da resposta 
comportamental. As reações provocadas pelo EC são geralmente 
medidas durante as sessões de aquisição e expressão. A aquisição é um 
aprendizado inicial de uma associação entre o EN e o EI durante as 
sessões de treino do condicionamento aversivo, quando o animal 
aprende primeiro a associar os dois estímulos. O teste de expressão, ou 
evocação, envolve uma sessão onde o EC é apresentado sozinho. O teste 
de expressão que ocorre dentro de poucas horas após a aquisição mede a 
memória de curta-duração (MCD), enquanto os testes realizados em 
intervalos maiores (geralmente 24 h após o aprendizado) medem a 
memória de longa-duração (MLD). Os testes de MCD e MLD são 
usados para estudar a consolidação da memória, um processo em que a 
memória instável de MCD é convertida em uma memória mais estável 
MLD (McGaugh, 2000; Dudai, 2004; Rodrigues, Schafe et al., 2004). 
Além disso, os testes da etapa de expressão também são usados para 
estudar o processo de reconsolidação. A reconsolidação ocorre quando a 
memória aversiva é evocada e entra em um estado lábil que requer a 
estabilização, via síntese de proteína, para persistir e se tornar uma MLD 
(Nader, Schafe et al., 2000; Nader, 2003; Dudai, 2006). Os testes de 
expressão também podem ser utilizados para medir o processo de 
extinção, que é a redução gradual da habilidade do EC em provocar 
respostas de medo condicionadas, e a extinção ocorre quando o EC é 
apresentado repetidamente na ausência do EI (Berlau e McGaugh, 2006; 
Quirk e Mueller, 2008). Outro ponto que pode ser estudado nos modelos 
de condicionamento Pavloviano de medo é o condicionamento de 
segunda ordem. Rescorla e Gillan, em 1980, identificaram pela primeira 
vez o processo de associação de segunda ordem, em estudos 
relacionados à formação de aprendizados associativos entre estímulos 
(Rescorla e Gillan, 1980). Nesse processo, as características aversivas 
do EC passam a ter valor motivacional tão relevante que podem 
substituir o EI. Assim, no condicionamento de segunda ordem, o EC 
pode ser associado a novas pistas, como um som, odor, luz, ou mesmo o 
contexto (EC2) e promover assim um novo condicionamento. Esse EC2, 
após ser pareado com o EC, pode gerar respostas defensivas por si, e 
sofrer todos os processos de consolidação, reconsolidação e extinção 
(Gewirtz e Davis, 1998; 2000; Paschall e Davis, 2002b). 
O condicionamento Pavloviano de medo é especialmente 
importante para o estudo das bases neuroanatômicas do medo, uma vez 
que os circuitos podem ser descritos em termos de vias processando o 
EC e controlando as respostas defensivas. Dentre os mecanismos 
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anatômicos envolvidos no condicionamento Pavloviano, a amígdala tem 
papel crucial nos processo de aquisição, armazenamento e expressão das 
respostas aversivas condicionadas. O envolvimento da amígdala nos 
processos de condicionamento aversivo foi identificado pela primeira 
vez pelo casal Blanchard, que mostraram que lesões na amígdala 
impediam as respostas de congelamento ao contexto associado ao 
choque elétrico nas patas (Blanchard e Blanchard, 1972). 
Posteriormente, foi demonstrado que lesões de células da amígdala 
lateral bloquearam o congelamento para pistas sonoras condicionadas 
com choque (Iwata, Ledoux et al., 1986). O núcleo lateral da amígdala 
(LA) parece ser a região responsável em associar as respostas 
incondicionadas e condicionadas, e envia projeções diretas, e indiretas 
via núcleo basolateral (BLA), para o núcleo central da amígdala (CEA) 
(Ledoux, 2000; Maren, 2001). 
Dentre os estímulos condicionados que podem ser utilizados no 
condicionamento Pavloviano clássico, os estímulos sonoros, visuais e 
contextuais são amplamente utilizados, pela facilidade em gerar 
respostas condicionadas. Entretanto, outras pistas podem ser associadas 
ao estímulo incondicionado, e pistas olfativas é uma delas. Apesar da 
importância que o sistema olfatório tem para os roedores, ainda há 
poucos estudos que utilizam deste sistema para gerar condicionamento 
de medo. Nos roedores, o sistema olfatório é extremamente importante 
para muitas funções, tais como o reconhecimento e discriminação entre 
os indivíduos da mesma espécie, a reprodução, o cuidado parenteral, a 
alimentação, e o reconhecimento de predador (Brennan e Keverne, 
1997; Sam, Vora et al., 2001; Restrepo, Arellano et al., 2004). Um 
estímulo olfatório neutro pode ser facilmente pareado com choque nas 
patas em ratos, apenas com poucas sessões de treino (Otto, Cousens et 
al., 2000; Paschall e Davis, 2002a). Por isso o condicionamento de 
medo utilizando estímulos olfatórios é uma boa alternativa para estudar 
as bases neurais do comportamento defensivo. 
 
1.3.1 Condicionamento olfatório de medo 
O estímulo olfatório pode ser utilizado como estímulo sensorial 
em muitos paradigmas de aprendizado. Os roedores adquirem 
aprendizado olfatório rapidamente e conseguem discriminar entre pares 
de odores após poucas sessões de aprendizados (Otto e Eichenbaum, 
1992; Eichenbaum e Otto, 1993). Nos modelos de aprendizado aversivo, 
quando o odor é utilizado como EC, os ratos apresentam respostas 
robustas de congelamento após o pareamento entre odor e choque 
elétrico nas patas (Otto, Cousens et al., 1997) e também respostas de 
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sobressalto acústico ao odor condicionado (Richardson, Vishney et al., 
1999; Paschall e Davis, 2002a). Recentemente foi demonstrado que 
ratos submetidos ao condicionamento olfatório de medo (COM), com 
choque elétrico nas patas, apresentaram respostas comportamentais ao 
odor pareado similares às que são apresentadas ao predador natural 
(Kroon e Carobrez, 2009).  
Pistas olfatórias também já foram associadas a transtornos de 
ansiedade em humanos. No transtorno de estresse pós-traumático 
(TEPT), odores relacionados ao trauma podem servir como fortes 
lembranças emocionais e podem precipitar memórias traumáticas 
(Vermetten e Bremner, 2003). Estudos em humanos indicam o 
envolvimento de uma circuitaria neural que distribui elementos 
olfatórios para regiões que processam a memória quando expostos a 
estímulos relacionados ao evento traumático (Vermetten, Schmahl et al., 
2007). Memórias para odores que são associados com experiências 
emocionais intensas são fortemente gravadas. Os odores são importantes 
porque podem servir como uma pista contextual relevante para 
formação de memórias emocionais, incluindo as relacionadas com pistas 
para “flashbacks” emocionais (Vermetten e Bremner, 2003). 
Nos roedores, o odor pareado com choque elétrico nas patas pode 
ocasionar respostas emocionais de longa-duração (Otto, Cousens et al., 
2000). Além disso, após ser pareado o odor adquire valor emocional 
significativo, a ponto de promover condicionamento de segunda ordem, 
e assim passa a ser associado a outras pistas, induzindo um novo 
condicionamento (Paschall e Davis, 2002b; Kroon e Carobrez, 2009). A 
extinção da potencialização de sobressalto acústico é mais lenta quando 
são utilizadas pistas olfatórias que pistas auditivas ou visuais 
(Richardson, Tronson et al., 2002). Esses achados sugerem que o odor 
pode ser processado por um sistema de memória diferente das que 
utilizam pistas auditivas ou visuais. De fato, em ratos as vias 
neuroanatômicas que processam a informação olfatória são levemente 
diferentes de outras modalidades sensoriais. Enquanto as sensações 
visuais e auditivas são processadas dentro do tálamo antes de irem para 
a amígdala, a informação olfatória é transmitida diretamente para a 
amígdala (Price, 1973), pois o bulbo olfatório principal e o bulbo 
olfatório acessório enviam projeções diretas para áreas da amígdala. 
Estímulos olfatórios tem acesso “privilegiado” à amígdala e podem 
rapidamente promover associações emocionais. A participação da 
amígdala no COM já foi demonstrada em vários trabalhos. Lesões com 
aminoácidos excitotóxicas (Cousens e Otto, 1998) ou inativação 
reversível (Kilpatrick e Cahill, 2003) na amígdala basolateral impedem 
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a associação e expressão das respostas de medo ao odor condicionado. 
Confirmando esses resultados, a infusão de antagonistas de receptores 
glutamatérgicos nessa região impede o COM (Walker, Paschall et al., 
2005).   
Recentemente foi visto que o sistema defensivo hipotalâmico 
medial, em particular o PMd, estaria envolvido no reconhecimento e no 
processamento emocional para pistas olfatórias pareadas com choque 
nas patas (Canteras, Kroon et al., 2008). Como pode ser visualizado na 
figura 3, ratos que foram condicionados com odor e choque elétrico nas 
patas, ao serem reexpostos ao odor pareado, apresentaram intensa 
ativação de Fos no PMd (Fig. 3A). Ratos que foram apresentados ao 
mesmo odor, mas sem terem sido pareados com choque nas patas, e, 
portanto, sem relevância emocional, não apresentaram ativação de Fos 
no PMd (Fig. 3B). 
O bloqueio dos receptores NMDA no PMd foi capaz de bloquear 
as respostas de medo ao odor condicionado (Canteras, Kroon et al., 
2008). Esses resultados mostram o papel do PMd no processamento das 
memórias emocionais, dando suporte a idéia de que o processamento 
neural ao odor pareado e ao odor de gato poderiam agir em circuitos 
neurais similares, usando o PMd como amplificador de informação. 
Sabendo que os sistemas hipotalâmicos são bem conhecidos por 
integrar vários comportamentos críticos para a sobrevivência, isso 
explica porque essa estrutura é tão importante na mediação das respostas 
do comportamento defensivo. A tabela 1 apresenta os 
neurotransmissores que já foram identificados na mediação das reações 
de defesa pelo PMd. Dentre eles, a noradrenalina tem sido relacionada 
com a formação das memórias aversivas, e por modular a ansiedade em 
modelos animais (Bremner, Krystal et al., 1996). 
 
Tabela 1. Sumário dos neurotransmissores relacionados com as reações de defesa 
no PMd. 
 Modelo experimental Referências 
NMDA Exposição ao gato Beijamini e Guimarães, 2006 
Odor de gato Canteras, Kroon et al., 2008 
Condicionamento 
olfatório de medo 
Canteras, Kroon et al., 2008 
GABA Exposição ao gato Cezario, Ribeiro-Barbosa et al., 
2008 
Óxido nítrico Exposição ao gato Beijamini e Guimarães, 2006 
Adrenoceptores beta Odor de gato Do Monte, Canteras et al., 2008  
  
 
 
Figura 3. Fotomicrografia de um corte transversal do núcleo pré-mamilar dorsal do hipotálamo (PMd) mostrando a marcação da proteína Fos em 
ratos expostos ao odor de café previamente pareado com choque elétrico nas patas (A) ou em ratos expostos apenas ao odor de café (B). 
A ativação do PMd ocorreu apenas quando os animais são expostos ao odor condicionado.  
Figura extraída de Canteras, Kroon et al. (2008).
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1.4 O sistema noradrenérgico no condicionamento de medo 
A noradrenalina, também chamada de noraepinefrina, é uma 
catecolamina produzida a partir da dopamina pela dopamina β-
hidroxilase (Coyle, 1977), e é liberada ou como um hormônio da medula 
adrenal na corrente sanguínea (Rodrigues, Ledoux et al., 2009) ou como 
um neurotransmissor no encéfalo. A noradrenalina no encéfalo é 
sintetizada principalmente por neurônios localizados no locus coeruleus 
e, em menor extensão, pela área tegmental ventral (Nicholas, Hokfelt et 
al., 1996; Smythies, 2005). Os corpos celulares de neurônios 
noradrenérgicos no encéfalo foram primeiramente localizados por 
Dahlstrom e Fuxe (1964) que visualizaram neurônios 
catecolaminérgicos (noradrenalina e dopamina) em cortes histológicos 
de encéfalos de ratos. Os axônios do locus coeruleus possuem conexões 
difusas (Bloom, 2010), e hoje são identificados receptores adrenérgicos, 
ou adrenoceptores, em várias regiões encefálicas (Loizou, 1969; 
Nicholas, Hokfelt et al., 1996). Os neurônios noradrenérgicos do locus 
coeruleus projetam-se para todas as regiões corticais do prosencéfalo, 
bem como para o cerebelo, a medula espinhal, regiões límbicas e 
núcleos hipotalâmicos (Loizou, 1969; Moore e Bloom, 1979). Esse 
arranjo anatômico permite o controle noradrenérgico de uma variedade 
de funções, como na formação das memórias relacionadas com 
experiências de medo (Izquierdo, Medina et al., 1998). 
Cinco tipos de adrenoceptores já foram identificados: alfa1, alfa2, 
beta1, beta2 e beta3 (Wikberg, 1982; Nicholas, Hokfelt et al., 1996). 
Esses receptores pertencem à superfamília de receptores acoplados a 
proteína G com sete domínios transmembrana (para revisão, Nicholas, 
Hokfelt et al., 1996). Os receptores do tipo beta são acoplados a proteína 
Gs, que estimula a atividade da adenilato ciclase, produzindo o segundo 
mensageiro 3,5 adenosina monofosfato cíclico (AMPc). Os receptores 
alfa1 são acoplados a proteína Gq/11 e ativam a fosfolipase C, gerando 
inositol 1,4,5-trifosfato e diacilglicerol como segundos-mensageiros 
enquanto que os receptores do subtipo alfa2 são acoplados a proteína Gi, 
que inibe a atividades da adenilato ciclase (Tully e Bolshakov, 2010). 
A observação de que algumas experiências são lembradas 
vividamente, ao passo que outras não são lembradas, ou algumas vezes 
muito remotamente, levou à sugestão de que haveria um mecanismo 
endógeno para regular o armazenamento das memórias (McGaugh, 
1966). Hoje, várias evidências comprovam a participação de 
adrenoceptores na formação de memórias associadas a experiências 
emocionais (Cahill, Prins et al., 1994; Cahill e McGaugh, 1996; Van 
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Stegeren, Everaerd et al., 1998). A hipótese de que o sistema 
noradrenérgico desempenha papel importante nos mecanismos de 
aprendizagem e consolidação de memórias aversivas foi sugerida por 
Kety (1972), relatando que a liberação de catecolaminas associadas com 
estados afetivos poderia modular seletivamente as sinapses de circuitos 
neurais recentemente ativados e consolidar um novo e significante 
padrão sensorial (Kety, 1972). Estudos posteriores de van Buskirk e 
colaboradores foram os primeiros a sugerir o envolvimento da 
noradrenalina central nos mecanismos de memória. Em experimentos de 
esquiva inibitória, eles encontraram diminuição dos níveis de 
noradrenalina no encéfalo sugerindo um aumento na liberação e no 
metabolismo durante o treino de aprendizado (Gold e Van Buskirk, 
1978). Além disso, infusões intracerebroventriculares de noradrenalina 
facilitam a retenção do aprendizado, reforçando o papel da 
noradrenalina central agindo na modulação da memória (Haycock, Van 
Buskirk et al., 1977). Desde então alguns estudos tem comprovado o 
envolvimento do sistema noradrenérgico nos mecanismos de 
consolidação de memórias (McGaugh e Roozendaal, 2009). 
Propranolol, um antagonista de receptores beta, já foi associado com o 
prejuízo de diferentes tipos de aprendizado, como na consolidação das 
memórias associadas à exposição ao predador (Adamec, Muir et al., 
2007; Do Monte, Canteras et al., 2008), na reexposição ao labirinto em 
cruz elevado (Stern, Carobrez et al., 2008), no aprendizado ao labirinto 
aquático de Morris (Cahill, Pham et al., 2000; Ebrahimi, Rashidy-Pour 
et al., 2010), reconhecimento de objeto (Dornelles, De Lima et al., 
2007), na aquisição do condicionamento de aversão ao odor (Miranda, 
Ferry et al., 2007) entre outros. O bloqueio de adrenoceptores beta 
também já foi associado ao prejuízo na consolidação do 
condicionamento de medo (Gallagher, Kapp et al., 1977; Sternberg, 
Korol et al., 1986; Ferry, Roozendaal et al., 1999a; Roozendaal, 
Quirarte et al., 2002), ou nos mecanismos de extinção de memórias 
aversivas (Cain, Blouin et al., 2004; Do-Monte, Kincheski et al., 2010). 
Além disso, já foi demonstrado que a reconsolidação também é 
prejudicada pelo propranolol (Przybyslawski, Roullet et al., 1999; 
Debiec e Ledoux, 2004; Abrari, Rashidy-Pour et al., 2008; Muravieva e 
Alberini, 2010). No condicionamento de medo utilizando pistas 
olfatórias, o bloqueio de adrenoceptores beta pelo propranolol interfere 
com as etapas de aquisição, consolidação e expressão das respostas de 
medo ao odor (Kroon e Carobrez, 2009). 
O papel do sistema noradrenérgico na formação da memória 
emocional já foi demonstrado em humanos. Van Stegeren e colegas 
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(1998) verificaram que o propranolol (que possui ações periféricas e 
centrais), mas não o nadolol (antagonista beta que age somente em 
receptores periféricos) impediu a formação da memória com caráter 
emocional, sugerindo o envolvimento de mecanismos centrais na 
formação da memória de uma história que envolvia características 
emocionais (Van Stegeren, Everaerd et al., 1998). Esses resultados, 
assim como a evidência de que a administração do propranolol impede o 
aumento da memória de longa duração, sugerem que a superestimulação 
de sistemas modulatórios podem contribuir para o desenvolvimento de 
sintomas de estresse crônico, como no transtorno de estresse pós-
traumático (TEPT) (Pitman, 1989). A administração periférica de 
propranolol em indivíduos que tiveram experiências traumáticas reduziu 
a incidência de TEPT (Pitman, Sanders et al., 2002). O TEPT ocorre 
pela exposição à pelo menos um evento traumático durante a vida, e 
uma das características da doença é a recorrência das memórias 
associadas à experiência traumática. Muitos estudos indicam que o 
aumento da atividade noradrenérgica durante o trauma aumenta a 
codificação da memória (O'Donnell, Hegadoren et al., 2004). Os níveis 
elevados de noradrenalina no fluido encéfalo-espinhal de indivíduos 
com TEPT, e a correlação com a severidade dos sintomas, sugerem que 
o aumento da atividade noradrenérgica também está relacionado com a 
manutenção dos sintomas do TEPT (Geracioti, Baker et al., 2001).  
Vários mecanismos neurais já foram associados com os efeitos do 
sistema noradrenérgico na formação de memórias de medo. A amígdala 
vem sendo amplamente estudada pelo seu papel na aquisição do 
aprendizado associativo (Nader, Schafe et al., 2000; McGaugh, 2004; 
Rodrigues, Schafe et al., 2004; Roozendaal, McEwen et al., 2009), e 
antagonistas de adrenoceptores, beta e alfa, modulam as respostas 
relacionados aos eventos aversivos  (Ferry, Roozendaal et al., 1999b; a; 
Roozendaal, Williams et al., 1999; Ferry e McGaugh, 2000; 
Roozendaal, Quirarte et al., 2002).  
Recentemente foi demonstrado que o sistema hipotalâmico 
defensivo medial, em particular o PMd, é um importante alvo do sistema 
noradrenérgico na formação de memórias aversivas. A injeção sistêmica 
de propranolol, além de bloquear o comportamento defensivo frente à 
exposição ao odor de gato, também reduz a expressão de Fos no PMd. 
Já o bloqueio de adrenoceptores periféricos, através da injeção sistêmica 
de nadolol, não reduz a ativação de neurônios no PMd nem as respostas 
defensivas frente a pista do predador (Do Monte, Canteras et al., 2008). 
Vale ressaltar que somente o propranolol é capaz de impedir o 
condicionamento de medo ao contexto associado ao do odor de 
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predador. Esses resultados confirmam que adrenoceptores centrais são 
importantes na formação de memórias aversivas. O bloqueio de 
receptores beta1 com atenolol no PMd também impede as respostas de 
medo provocadas pela exposição ao odor de gato, bem como o 
condicionamento contextual associado (Do Monte, Canteras et al., 
2008), confirmando que adrenoceptores beta no PMd são importantes 
em mediar essas respostas.  
 
Sabendo-se que o PMd participa no processo de expressão do 
comportamento defensivo para pistas olfatórias previamente 
condicionadas (Canteras, Kroon et al., 2008), e que adrenoceptores beta 
dentro do PMd são importantes nos processos relacionados com as 
respostas de medo ao odor de gato e na aquisição do condicionamento 
contextual ao predador (Do Monte, Canteras et al., 2008), duas 
hipóteses foram delineadas para este trabalho. A primeira hipótese seria 
que adrenoceptores beta no PMd participam nos processos envolvidos 
na aquisição e expressão do comportamento defensivo no processo de 
condicionamento olfatório de medo. A segunda hipótese seria que a 
ativação de adrenoceptores beta no PMd poderia funcionar como 
estímulo incondicionado para promover o condicionamento olfatório de 
medo. Para testar essas hipóteses, o objetivo principal delineado para 
este estudo foi verificar a participação de adrenoceptores beta no PMd 
na mediação da respostas defensivas exibidas pelos ratos utilizando o 
paradigma do COM. 
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2. Objetivos 
 
2.1 Objetivo principal 
Verificar a participação de adrenoceptores beta no PMd na 
mediação da aquisição e expressão das respostas defensivas ao 
condicionamento olfatório de medo (COM). 
 
2.2 Objetivos específicos  
 
2.2.1 Verificar a participação de adrenoceptores beta no PMd na 
aquisição e expressão do COM promovido pela associação do odor com 
choque elétrico nas patas.  
 
2.2.2 Verificar se a ativação de adrenoceptores beta no PMd é 
capaz de promover o COM agindo como estímulo incondicionado em 
substituição ao choque elétrico nas patas. 
 
2.2.3 Verificar o efeito do bloqueio de adrenoceptores beta no 
PMd na aquisição e expressão do COM induzido por isoproterenol no 
PMd. 
 
2.2.4 Verificar o efeito do bloqueio de receptores adrenérgicos 
sistêmicos na aquisição do COM induzido por isoproterenol. 
 
2.2.5 Verificar a participação de receptores glutamatérgicos do 
tipo NMDA na MCPd na aquisição e expressão do COM induzido por 
isoproterenol. 
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3. Material e Métodos 
 
3.1 Animais 
Neste projeto foram utilizados 361 ratos machos da linhagem 
Wistar, na idade de 3 meses (300-400 g). Os ratos foram obtidos do 
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e, após o 
desmame, foram alojados no Biotério Setorial do Departamento de 
Farmacologia da mesma universidade. Aproximadamente 15 dias antes 
do início dos experimentos, os animais foram alocados no biotério do 
Laboratório de Neurobiologia Comportamental, onde foram realizados 
todos os procedimentos experimentais. 
Os ratos foram mantidos entre 3-4 ratos/caixa, em uma caixa de 
acrílico branca (50 cm x 30 cm x 15 cm) forrada de maravalha, a uma 
temperatura controlada entre 22-24o C e iluminação claro/escuro, no 
ciclo de 12-12 h, sendo as luzes acesas as 7 h. Todos os animais tiveram 
livre acesso à água e comida. 
Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de 
Ética de Uso de Animais de Laboratório (CEUA) da Universidade 
Federal de Santa Catarina, sob o número (23080.008789/2009-
46/UFSC). Todos os cuidados foram realizados de acordo com a 
Sociedade Brasileira de Ciências em Animais de Laboratório (SBCAL) 
e com o guia comportamental para o uso de animais de laboratório. 
 
3.2 Cirurgia estereotáxica 
Todos os animais deste projeto foram submetidos ao 
procedimento de cirurgia estereotáxica 10 dias antes do início dos 
experimentos, para o implante de cânulas-guia no PMd. Os ratos foram 
anestesiados com uma solução de quetamina (15 mg/kg Dopalen; 
Agribands, Brasil) e xilazina (2.5 mg/kg, Rompum; Bayer, Brasil) 3:2 
v/v, 1 ml/kg do peso corporal, e foram posicionados no aparelho 
estereotáxico (Insight®, Ribeirão Preto, Brasil). Xilocaína (0,1 ml, 2 
mg⁄ml; Probem, Brasil) foi subcutaneamente injetada na cabeça e uma 
incisão longitudinal foi feita. Os ratos receberam uma cânula-guia na 
posição mediana, 3 mm acima do PMd, nas coordenadas a partir do 
Bregma: AP= 4,16 mm; ML= 0,8 mm; DV= 6,5 mm da superfície do 
osso em um ângulo de 10o. Ratos que foram microinjetados no PMd e 
na MCPd receberam uma segunda cânula implantada 3,2 mm acima da 
MCPd, coordenadas a partir do Bregma: AP= 8,0 mm; ML= 2,0 mm; 
DV= 1,9 mm da superfície do osso em um ângulo de 21o. Todas as 
coordenadas estereotáxicas foram adaptadas do atlas de rato de Paxinos 
e Watson (1998). 
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Dois parafusos de níquel foram fixados no crânio, e a superfície 
craniana foi recoberta por uma camada de acrílico auto-polimerizante 
(Jet, Brasil), permitindo a formação de uma prótese sólida após o 
endurecimento do acrílico. Em cada cânula-guia foi colocado um 
mandril (no tamanho da cânula), para evitar possíveis obstruções. Após 
o término da cirurgia, os animais foram tratados com antibiótico 
veterinário (benzilpenicilina e estreptomicina) intramuscular (10 mg/kg; 
60 000 IU; 0,2 ml; Fort Dodge, Brasil) e solução analgésica (flunixin 
meglumina) via subcutânea (2,5 mg/kg; 0,2 ml; Schering–Plough, 
Brasil) e foram colocados em uma sala escura e com aquecimento até a 
completa recuperação do anestésico.  
 
3.3 Drogas 
Neste projeto foram utilizados como antagonistas de 
adrenoceptores beta, o atenolol, antagonista beta1 [(RS)-Atenolol; 
Tocris, Cookson, EUA], e a butoxamina, antagonista beta2 [hidrocloreto 
de butoxamina; Sigma, St.Louis, EUA]. Como agonista de 
adrenoceptores beta foi utilizado o isoproterenol [(±)1-3’4’ diidroxifenil 
-2-isopropil aminoetanol; Sigma, St.Louis, EUA]. Todos foram 
dissolvidos em tampão fosfato 0,1M (PBS; pH 7,4), que sozinho foi 
usado como veículo controle de injeção do PMd. 
Como antagonista de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, 
foi utilizado ácido (±)-2-Amino-5-fosfopentanóico (AP5; RBI, St.Louis, 
EUA) dissolvido em PBS, que foi usado como veículo controle de 
injeção na MCPd.  
As concentrações utilizadas e o volume de microinjeção foram 
baseados em trabalhos anteriores (Watanabe, Nakagawa et al., 2003; Do 
Monte, Canteras et al., 2008; Kincheski e Carobrez, 2010), e testados 
em grupos pilotos. 
Para a injeção intraperitoneal (i.p.), foi utilizado como 
antagonista de adrenoceptores beta o nadolol (Sigma, St. Louis, EUA) 
na dose de 10 mg/kg, dissolvido (10mg/ml) em solução salina (0,9% 
NaCl), que foi utilizado como veículo controle da injeção i.p. O volume 
injetado foi de 1 ml/kg. A dose utilizada e o volume injetado foram 
baseados em experimentos anteriores (Do Monte, Canteras et al., 2008). 
 
3.4 Microinjeção intracerebral 
Para a administração das drogas nos sítios de microinjeção, os 
animais foram gentilmente segurados com o auxílio de uma flanela, o 
mandril foi removido e uma agulha injetora (comprimento de 18 mm 
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para o PMd e 16,2 mm para a MCPd) foi inserida na cânula-guia. Cada 
agulha estava conectada a uma micro-seringa (Haminton®, 5 µl) por 
meio de um tubo de polietileno (PE-10). As micro-seringas estavam 
acopladas à bomba de infusão (modelo B12000, Insight® Ltda, Ribeirão 
Preto, Brasil), o que permitiu a administração automática do volume 
(0,3 µl no PMd e 0,2 µl na MCPd) na cânula-guia, em uma velocidade 
constante de 0,6 µl/s. As agulhas injetoras foram mantidas no interior 
das cânulas por um período adicional de 20 s para maximizar a difusão e 
evitar possível refluxo da droga. 
 
3.5 Modelo Experimental 
Para este estudo foi utilizado o modelo do condicionamento 
olfatório de medo (COM), previamente descrito em trabalhos anteriores 
do nosso laboratório (Cavalli, Bertoglio et al., 2009; Kroon e Carobrez, 
2009), realizado durante cinco dias consecutivos. Para a realização deste 
protocolo foram utilizados dois aparatos: a caixa de condicionamento e 
a caixa de odor. Os primeiros dois dias foram realizados na caixa de 
condicionamento para a aquisição do COM. Os três dias seguintes 
ocorreram na caixa de odor para verificar a expressão das respostas 
defensivas. A figura 4 representa as fases do modelo experimental. 
Todos os experimentos foram realizados entre 9 h e 15 h, durante a fase 
clara do ciclo do rato. 
O COM foi realizado em uma caixa medindo 50 x 26 x 35 cm 
(Insight® Ltda, Ribeirão Preto, Brasil), com paredes de aço inoxidável, 
exceto da parede frontal e o teto que foram construídos de acrílico 
transparente, e piso gradeado, compostos de barras de aço inoxidável (3 
mm de espessura) espaçadas 1 cm. O piso gradeado foi conectado a um 
sistema gerador de choques que, quando necessário, possibilitava a 
emissão de choques elétricos na intensidade e tempo de disparos 
programados.  
Um compartimento em forma de gaveta localizado abaixo do piso 
gradeado da caixa serviu para a instalação da fonte do estímulo olfatório 
durante a sessão de condicionamento. Um pedaço de papel filtro (5 X 5 
cm) embebido com 250 µl de solução 5% de acetato de amila (Aldrich 
Chemical, EUA) foi utilizado como fonte de odor. A caixa foi limpa 
com solução de etanol 10% e seca com papel toalha após a retirada de 
cada animal. O condicionamento foi realizado num ambiente com som 
atenuado, temperatura controlada (22 ± 1° C) e intensidade de luz de 80 
lux. No dia do condicionamento, após a retirada do rato do aparato, um 
exaustor acoplado a parede lateral permanecia ligado durante alguns
  
 
 
Figura 4. Diagrama esquemático representando o protocolo do condicionamento olfatório de medo. 
Legenda: EC, estímulo condicionado; EI, estímulo incondicionado. Adaptado de  Kroon e Carobrez (2009).
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minutos, permitindo assim a completa retirado de odor volátil de acetato 
de amila do ambiente. 
Os animais foram colocados na caixa de condicionamento no 
primeiro dia (Dia 1) para exploração do ambiente, numa sessão 
denominada familiarização. No dia seguinte (Dia 2), na sessão de 
condicionamento, os animais foram re-expostos à caixa onde era 
realizado o pareamento entre o estímulo olfatório (EN, odor de acetato 
de amila) e o estímulo incondicionado (EI, choque elétrico nas patas ou 
estimulação de adrenoceptores beta no PMd). 
A análise do comportamento de defesa exibido pelos animais 
para o EC foi realizada na caixa de odor, para reduzir interferências 
contextuais e isolar como único estímulo condicionado o odor de acetato 
de amila. Este aparato, construído em acrílico preto, foi dividido em 
dois compartimentos, um aberto (40 x 26 x 40 cm) e um fechado (20 x 
26 x 40 cm) com cobertura. Uma pequena abertura (6 x 6 cm), situada 
na parede divisória, permitiu o livre acesso do animal a ambos 
compartimentos. Na parede oposta ao compartimento fechado foi 
colocada uma flanela laranja, enrolada, sem odor ou impregnada com 
250 µl de acetato de amila 5%, como fonte do estímulo olfatório 
condicionado. No piso da caixa, uma marcação localizada a 7 cm da 
flanela, serviu como referência para delimitar a área próxima a fonte de 
odor. 
Todos os animais foram colocados na caixa de odor em uma 
sessão denominada de familiarização (Dia 3) para se habituarem ao 
ambiente e o nível basal do comportamento defensivo foi obtido na 
ausência do EC. No dia seguinte (Dia 4), os parâmetros 
comportamentais da expressão do medo foram medidos nos ratos 
confrontados com o EC (teste EC1). Vinte e quatro horas após, os ratos 
foram novamente colocados na caixa de odor, sem a presença de acetato 
de amila (Dia 5). Essa última sessão foi conduzida para determinar a 
ocorrência do condicionamento de segunda-ordem (teste EC2), como 
resultado da associação entre o acetato de amila (EC1) e o contexto 
onde o odor foi apresentado. Durante as sessões de familiarização e teste 
EC2 (Dias 3 e 5), uma flanela neutra foi usada somente como uma pista 
visual. No dia do teste EC1, quando o odor de acetato de amila estava 
presente na caixa de odor, após a retirada do sujeito do aparato, o 
exaustor foi ligado para evitar acúmulo do odor na sala. Durante os três 
dias de exposição à caixa de odor, todos os animais foram colocados no 
compartimento aberto junto à parede divisória com a cabeça direcionada 
para a flanela. 
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Para permitir a visualização dos animais no modelo, as paredes 
frontais, tanto do compartimento aberto quanto do fechado, foram 
construídas em acrílico transparente, e uma câmera conectada a um 
sistema de televisão/DVD permitiu a filmagem e gravação dos animais 
nas diferentes sessões. As sessões realizadas nesse aparato foram 
conduzidas sob iluminação branca de 4 lux. A caixa foi limpa com 
solução de etanol 10 % e seca com papel toalha antes da introdução de 
cada rato. 
A análise do comportamento defensivo foi realizada pelo 
observador sem conhecimento prévio do estado experimental do sujeito, 
durante os três dias de exposição à caixa de odor ao longo de cada 
sessão de 10 min de exposição. Os parâmetros analisados foram 
baseados em experimento de exposição ao odor de gato (Dielenberg e 
McGregor, 2001; Do Monte, Canteras et al., 2008), caracterizado pelos 
seguintes padrões comportamentais:  
- tempo de aproximação - tempo em que os ratos permaneceram 
com pelo menos a cabeça ou uma das patas próxima a fonte de odor, na 
distância delimitada de 7 cm da flanela; 
- tempo escondido - tempo em que os ratos permaneceram com as 
4 patas no compartimento fechado na caixa; 
- tempo de head-out - tempo em que os ratos permaneceram no 
compartimento fechado da caixa, e com a cabeça invadindo o 
compartimento aberto, um comportamento de avaliação de risco. 
 
3.6 Protocolo Experimental 
 
3.6.1 Etapa 1 – Efeito do bloqueio dos adrenoceptores beta no 
PMd nas fases de aquisição e expressão do condicionamento olfatório 
de medo 
 
3.6.1.1 Experimento 1: Efeito do atenolol e da butoxamina na 
aquisição do condicionamento olfatório de medo 
Este experimento foi realizado para verificar o papel dos 
adrenoceptores beta no PMd durante a aquisição do COM. Esta etapa foi 
dividida em dois grupos experimentais. 
No primeiro grupo experimental, os animais foram mantidos em 
uma sala adjacente por pelo menos trinta minutos antes do início dos 
experimentos. Em seguida, eles foram individualmente transferidos para 
a sala experimental e colocados na caixa de condicionamento para 
explorarem o modelo durante 3 min e 20 s (tempo necessário para 
realizar a etapa de condicionamento olfatório de medo. No dia seguinte, 
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os ratos foram aleatoriamente divididos para receberem atenolol 
(antagonista de adrenoceptores beta1) nas doses de 10, 40 ou 80 nmol 
no PMd (flecha vertical do esquema abaixo). 
 
 
 
Após a microinjeção, os animais voltaram para a caixa moradia. 
Dez minutos após foram colocados na caixa de condicionamento na 
presença de acetato de amila (EC), e após 40 s receberam 5 séries de 
choques elétricos (EI) (0,4 mA, 2 s de duração) em intervalos de 40 s 
entre os choques. Após o último choque, os ratos foram removidos e 
colocados no biotério. Nos três dias seguintes, a análise do 
comportamento defensivo foi realizada na caixa de odor, em três fases: 
familiarização (Dia 3), teste EC1 (Dia 4) e teste EC2 (Dia 5), conforme 
anteriormente explicado. 
 
No segundo grupo experimental, no dia do condicionamento, 10 
min antes da associação do odor com choque nas patas (Dia 2), os 
animais foram aleatoriamente divididos para receberem butoxamina 
(antagonista de adrenoceptores beta2) nas doses de 3 ou 10 nmol. O 
condicionamento e a expressão do medo condicionado foram realizados 
conforme o conjunto experimental anterior. 
O grupo controle, ratos microinjetados com PBS, foi o mesmo 
nos dois grupos de experimentos, uma vez que os grupos tratados foram 
submetidos aos experimentos de forma combinada.   
 
3.6.1.2 Experimento 2: Efeito do atenolol na expressão do 
comportamento defensivo 
Este experimento foi realizado para verificar o papel dos 
adrenoceptores beta1 no PMd durante a expressão das respostas 
defensivas ao odor condicionado. 
Os animais foram submetidos ao protocolo de familiarização à 
caixa de condicionamento como explicado no experimento 1. No dia 
seguinte, todos os animais foram individualmente submetidos ao 
condicionamento com odor de acetato de amila e choque nas patas, na 
mesma intensidade e intervalos do experimento anterior.  
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No dia 3, os animais foram levados para explorar a caixa de odor 
no dia da familiarização. Vinte e quatro horas após (Dia 4), antes da 
sessão de teste EC1, os animais foram aleatoriamente divididos para 
receber PBS (grupo controle), atenolol 10 ou 40 nmol (flecha vertical do 
esquema abaixo). Após a microinjeção, os ratos voltaram para a caixa 
moradia, e 10 min após foram colocados na caixa de odor na presença 
de acetato de amila. No dia 5 os ratos foram colocados na caixa de odor 
apenas com a flanela neutra.  
 
 
 
3.6.2 Etapa 2 – Efeito da ativação de adrenoceptores beta no PMd 
na aquisição do condicionamento olfatório de medo 
Nesta etapa experimental, os animais foram submetidos ao COM, 
mas o condicionamento foi realizado pela associação entre o odor e a 
microinjeção de agonista de adrenoceptores beta, o isoproterenol, no 
PMd (EI) ao invés de choque nas patas. 
 
3.6.2.1 Experimento 3 – Efeito do isoproterenol na aquisição do 
condicionamento olfatório de medo  
Os animais foram mantidos em uma sala adjacente por pelo 
menos 30 min antes do início dos experimentos. Em seguida, eles foram 
individualmente transferidos para a sala experimental e colocados na 
caixa de condicionamento para explorarem o modelo durante 3 min e 20 
s. No dia seguinte, na etapa de aquisição do COM, os animais foram 
aleatoriamente divididos em três grupos (flecha vertical do esquema 
abaixo): 1) PBS (controle), 2) isoproterenol (ISO) 10 nmol, 3) ISO 40 
nmol. Após a microinjeção, os animais voltaram para a caixa moradia, e 
cinco minutos após foram colocados na caixa de condicionamento na 
presença de acetato de amila, e permaneceram em contato com o odor 
durante 3 min e 20 s, que é o mesmo intervalo de tempo de exposição 
nos experimentos onde foram utilizados choques nas patas como EI.  
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A expressão do COM foi realizada na caixa de odor nos três dias 
consecutivos, 10 min cada sessão, conforme já descrito no experimento 
1. 
Para verificar a necessidade de um tempo maior de exposição ao 
odor de acetato de amila para promover condicionamento de medo, os 
animais foram submetidos ao mesmo procedimento de familiarização na 
caixa de odor. Na etapa do condicionamento, os animais foram 
divididos em grupos experimentais similar ao experimento acima: 1) 
PBS, 2) ISO 10 nmol, 3) ISO 40 nmol. Cinco minutos após a 
microinjeção os animais foram colocados na caixa de condicionamento 
com o odor de acetato de amila, entretanto permaneceram em contato 
com o odor durante 10 min. Um grupo de animais recebeu ISO 40 nmol, 
mas entraram em contato com apenas odor neutro durante 10 min na 
caixa de condicionamento. Em todos os grupos, a expressão do COM foi 
realizada conforme descrito no experimento 1. 
 
3.6.2.2 Experimento 4 – Efeito do atenolol e da butoxamina na 
aquisição do condicionamento olfatório de medo induzido por 
isoproterenol 
O isoproterenol é um agonista não seletivo de adrenoceptores 
beta. Para identificar o subtipo de receptores envolvidos, os ratos 
receberam (primeira flecha vertical do esquema abaixo) o atenolol 
(ATE, 40 nmol) ou a butoxamina (BUT, 10 nmol) 5 min antes da 
microinjeção de ISO (segunda flecha vertical). Os animais foram 
divididos em seis grupos experimentais: 1) PBS + PBS, 2) PBS + ISO, 
3) ATE + ISO, 4) ATE + PBS, 5) BUT + ISO, 6) BUT + PBS. Cinco 
minutos após a última microinjeção, todos os animais foram colocados 
na caixa de condicionamento na presença do odor de acetato de amila 
durante 10 min. 
 
 
 
Os animais foram analisados nos três dias consecutivos na caixa 
de odor em sessões de 10 min cada, de acordo com o experimento 
descrito anteriormente. 
 
3.6.2.3 Experimento 5 – Efeito do atenolol na expressão do 
condicionamento olfatório de medo induzido por isoproterenol 
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Este experimento foi realizado para verificar o papel dos 
adrenoceptores beta1 no PMd durante a expressão das respostas 
defensivas ao odor condicionado. 
Todos os animais foram pareados com ISO 40 nmol no PMd 
(primeira flecha vertical do esquema abaixo) e odor de acetato de amila 
durante 10 min. Dez minutos antes da sessão de teste EC1, os animais 
foram divididos para receber PBS (controle) ou ATE 40 nmol no PMd 
(segunda flecha vertical). Ratos que receberam PBS na sessão de 
condicionamento e PBS antes da sessão EC1 teste serviram como grupo 
controle. 
 
 
 
A análise dos parâmetros do comportamento defensivo foi 
realizada na caixa de odor como descrito no experimento 1. 
 
3.6.2.4 Experimento 6 – Efeito do nadolol sistêmico na aquisição 
do condicionamento olfatório de medo induzido por isoproterenol 
Para verificar se a microinjeção de ISO no PMd poderia induzir o 
condicionamento de medo pela ativação do sistema beta-adrenérgico 
periférico, os animais foram pré-tratados com nadolol, um antagonista 
de adrenoceptores beta que não atravessa a barreira hematoencefálica 
(Cruickshank, Neil-Dwyer et al., 1980). Os animais foram divididos 
para receberem (primeira flecha vertical do esquema abaixo) salina ou 
nadolol 10 mg/kg 30 min antes da microinjeção de ISO 40 nmol no PMd 
(segunda flecha vertical). Cinco minutos após a microinjeção, todos os 
animais foram colocados na presença de acetato de amila durante 10 
min. 
 
 
 
A análise dos parâmetros do comportamento defensivo foi 
realizada na caixa de odor como descrito no experimento 1. 
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3.6.2.5 Experimento 7 – Participação dos receptores 
glutamatérgicos do tipo NMDA na MCPd na aquisição do 
condicionamento induzido por isoproterenol 
Este experimento foi conduzido para verificar se a capacidade da 
infusão de ISO no PMd em promover a aquisição do condicionamento 
de medo ocorre através de vias descendentes glutamatérgicas para a 
MCPd. Todos os ratos receberam duas cânulas, direcionadas para o 
PMd e a MCPd.  
No dia do condicionamento (Dia 2), os animais foram 
microinjetados na MCPd (primeira flecha vertical do esquema abaixo) e 
5 min após no PMd (segunda flecha vertical). Os animais permaneceram 
em uma caixa moradia, porém isolados dos outros animais entre as 
microinjeções. Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: 
1) PBS (MCPd) + PBS (PMd, 2) PBS + ISO 40 nmol, 3) AP5 6 nmol + 
ISO 40 nmol. Após a última microinjeção os animais retornaram à caixa 
moradia com os outros ratos, e 5 min após foram colocados na caixa de 
condicionamento na presença do odor de acetato de amila durante 10 
min. 
 
 
 
A análise do comportamento defensivo foi realizada nos três dias 
consecutivos, conforme já descrito no experimento anterior. 
 
3.6.2.6 Experimento 8 – Participação dos receptores 
glutamatérgicos do tipo NMDA na MCPd na expressão do 
condicionamento induzido por isoproterenol 
Este experimento foi delineado para verificar a participação de 
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA na MCPd durante a 
expressão das respostas defensivas frente ao EC. 
Todos os animais deste experimento tiveram duas cânulas 
implantadas, uma no PMd e outra na MCPd. No dia da aquisição do 
COM, os ratos foram microinjetados com ISO 40 nmol no PMd 
(primeira flecha vertical do esquema abaixo) e cinco minutos após 
foram colocados na presença de odor de acetato de amila durante 10 
min. Dez minutos antes da sessão de teste EC1, os animais foram 
divididos para receberem PBS ou AP5 6 nmol na MCPd (segunda flecha 
vertical). Um grupo de animais recebeu PBS no PMd no dia do 
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condicionamento e PBS na MCPd antes da sessão de teste EC1, e esse 
grupo foi considerado o controle. A análise do comportamento 
defensivo durante as sessões de familiarização, teste EC1 e teste EC2 foi 
realizado como previamente descrito.  
 
 
 
3.7 Perfusão e histologia 
Para analisar os sítios de microinjeção, os ratos foram 
profundamente anestesiados com pentobarbital sódico (40mg/kg; 
Cristália, Brasil) e foram microinjetados com corante Azul de Evans 
(0,5%; Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA) no volume de 0,3 µl (PMd) ou 
0,2 µl (MCPd) com as mesmas agulhas injetoras usadas no protocolo 
experimental. Os animais foram perfundidos via intracardíaca com 
salina (0,9% 150 ml) e 500 ml de formaldeído 10% (Vetec, Brasil). 
Após a decapitação, as calotas cranianas foram removidas e os encéfalos 
retirados e armazenados em solução de formaldeído 10% até a 
realização das análises histológicas. 
Um dia antes da histologia, os encéfalos foram colocados em 
solução de sacarose 30% (Vetec, Brasil) para criopreservação. Foram 
realizados cortes coronais (50 µm) em um criostato (Leica® CM1850) e 
as fatias marcadas com o sítio de microinjeção foram montadas em 
lâminas gelatinizadas. Os cortes foram analisados no microscópio óptico 
para determinar o sítio de microinjeção delimitado pelo corante Azul de 
Evans. Posteriormente, os cortes foram corados com solução de Giemsa 
(Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA) e fotografados para registro.  
Neste estudo foram considerados os animais que tiveram o sítio 
de microinjeção localizado no PMd (n=296), o que correspondeu em 
aproximadamente 50% dos animais submetidos à cirurgia estereotáxica. 
Na figura 5 pode ser visualizado um esquema obtido do atlas de Paxinos 
e Watson (1998) mostrando o local de microinjeção no PMd (Fig. 5A), e 
uma foto ilustrando o trajeto da cânula e a marcação do corante Azul de 
Evans direcionada ao PMd (Fig. 5B). Alguns animais (n=65) receberam 
microinjeção localizadas em regiões mais caudais (núcleo mamilar 
medial) da região do PMd, e estes animais foram considerados grupo-
fora. Para o experimento 7 e 8, foram considerados os animais que 
tiveram a segunda cânula localiza na MCPd (n=51), entre o Bregma  
  
 
Figura 5. Diagrama esquemático de um corte coronal do encéfalo de rato, localizando o PMd (A) e a MCPD (C) (Paxinos e Watson, 1998). Os 
círculos pretos indicam o local de microinjeção dos animais. Devido à sobreposição do local da microinjeção, o número de círculos representados 
é menor do que o número de animais utilizados nesse protocolo experimental. Fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de rato na região 
do PMd (B) e na MCPd (D), corado com Giemsa mostrando a localização da cânula e o local de microinjeção. A mancha escura é o local de 
injeção do Azul de Evans. Barra de escala 500 µm. Legenda: aq, aqueduto; PAG, matéria cinzenta periaquedutal; PMd, núcleo pré-mamilar 
dorsal do hipotálamo; PMv, núcleo pré-mamilar ventral do hipotálamo, TMv, núcleo túbero-mamilar. 
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-7,04 a -7,8 (Fig. 5C) do atlas de Paxinos e Watson (1998). Os animais 
que tiveram a microinjeção desta segunda cânula acima da MCPd 
(colículo superior) foram considerados grupo-fora (n=19). A figura 5 D 
ilustra uma foto indicando o trajeto da cânula e a marcação do corante 
Azul de Evans direcionada a MCPd. Animais que não tiveram o sítio de 
microinjeção nas estruturas relacionadas acima foram desconsiderados 
da análise deste estudo.  
 
3.8 Análise Estatística 
Os dados obtidos durante a etapa de familiarização na caixa de 
odor foram analisados estatisticamente pela análise de variância 
(ANOVA) de uma via. Como foi verificada ausência de diferenças 
estatísticas entre os grupos nesta etapa, os valores obtidos foram 
agrupados e representados como média ± 95% do intervalo de 
confiança.  
Para as etapas EC1 e EC2, os efeitos do tratamento foram 
analisados através de ANOVA para medidas repetidas. O tempo de 
aproximação, o tempo escondido e o tempo de head-out, medidos ao 
longo dos 10 min do experimento, foram transformados em 
porcentagem de cada medida e usados como variáveis dependentes. 
Quando apropriado, comparações de post hoc usando teste de Newman-
Keuls foram utilizadas.  
Todas as análises foram realizadas através do programa 
Statistica® (versão 9.1; StatSoft®, Tulsa, EUA). O nível de significância 
adotado foi de p < 0,05. Os dados foram representados em média ± erro 
padrão da média (e.p.m.) e os gráficos foram desenhados pelo programa 
Prisma 5.0 (GraphPad Prism®, San Diego, EUA).  
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4. Resultados 
 
4.1 Etapa 1 – Efeito do bloqueio dos adrenoceptores beta no PMd 
nas fases de aquisição e expressão do condicionamento olfatório de 
medo 
 
4.1.1 Experimento 1: Efeito do atenolol e da butoxamina na 
aquisição do condicionamento olfatório de medo 
Os ratos que receberam PBS ou atenolol (10, 40 ou 80 nmol) e 
foram submetidos ao protocolo do condicionamento olfatório de medo 
não apresentaram diferenças significativas durante a etapa de 
familiarização na caixa de odor.  
Nas etapas de testes EC1 e EC2, ANOVA detectou diferenças 
significativas (p < 0,00001) no fator tratamento para o de tempo de 
aproximação [F(4,38)=10,40] e para o tempo escondido 
[F(4,38)=26,01], mas não para o de tempo de head-out [F(4,38)=2,81, p 
> 0,05]. Além disso, foram detectadas diferenças significativas (p < 
0,05) também no fator repetição para o tempo de aproximação 
[F(1,38)=4,30] e para o tempo escondido [F(1,38)=16,42]. 
A análise post hoc revelou que ratos tratados com ATE 80 nmol 
no PMd antes da etapa de aquisição apresentaram aumento do tempo de 
aproximação e diminuição do tempo escondido na sessão de teste EC1 
em relação ao grupo controle PBS. Na sessão de teste EC2 o tempo 
escondido continuou menor para o grupo ATE 80 em relação ao grupo 
controle. Para os ratos que receberam atenolol 10 ou 40 nmol antes da 
etapa de aquisição do condicionamento olfatório de medo não foram 
encontradas diferenças significativas para os parâmetros analisados em 
relação ao grupo PBS. Os animais microinjetados com atenolol (10, 40 
ou 80 nmol) fora do PMd foram agrupados e constituíram o grupo ATE-
fora, e esses animais não apresentaram diferenças significativas para os 
parâmetros analisados nos testes EC1 e EC2 em relação ao grupo PBS 
(Fig. 6). 
Esses dados demonstram que doses maiores de antagonista beta1 
interferem com na aquisição do COM. 
 
Para os ratos que receberam PBS ou butoxamina (3 ou 10 nmol) 
antes da etapa de aquisição, não foram observadas diferenças 
significativas entre os grupos na etapa de familiarização. 
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Figura 6. Efeito do atenolol no PMd na aquisição do condicionamento olfatório de medo. 
Acima da figura está exemplificado o protocolo experimental. A flecha vertical representa o 
momento da microinjeção no PMd. PBS (n=8), atenolol 10 nmol (ATE10, n=7), atenolol 40 
nmol (ATE40, n=9), atenolol 80 nmol (ATE80, n=8) e ATE-fora (n=13). Teste EC1 representa 
a exposição ao EC na caixa de odor e o teste EC2 representa o condicionamento de segunda 
ordem ao contexto associado com o EC. As barras horizontais hachuradas representam o 
intervalo de confiança de 95% dos animais no dia da familiarização. As barras verticais 
representam o tempo de aproximação (A), o tempo escondido (B) e o tempo de head-out (C) 
nas sessões de testes EC1 e EC2. * p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA com 
medidas repetidas seguida de Newman Keuls). 
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Nas etapas de testes EC1 e EC2, não foram encontradas 
diferenças estatísticas significativas entre os grupos (PBS, BUT3, 
BUT10 ou BUT-fora) para os parâmetros analisados [tempo de 
aproximação F(3,27)=1,26; tempo escondido F(3,27)=1,34; tempo de 
head-out F(3,27)= 2,82] (Fig. 7).   
 
4.1.2 Experimento 2: Efeito do atenolol na expressão do 
comportamento defensivo 
Para os ratos que receberam PBS ou atenolol (10 ou 40 nmol), 10 
min antes da etapa de expressão do medo condicionado (teste EC1), não 
foram encontradas diferenças significativas entre os grupos na etapa de 
familiarização na caixa de odor. 
Nas sessões de testes EC1 e EC2, diferenças significativas (p < 
0,05) entre os grupos foram detectadas por ANOVA no fator tratamento 
para o tempo de aproximação [F(3,38)=21,92], para o tempo escondido 
[F(3,38)=58,11] e para o tempo de head-out [F(3,38)=4,15]. A análise 
post hoc revelou aumento no tempo de aproximação e diminuição nos 
tempos escondido e de head-out para os animais dos grupos ATE 10 e 
ATE 40 comparados com o grupo controle no teste EC1. Na sessão 
EC2, o tempo de aproximação continuou aumentado e o tempo 
escondido diminuído para os grupos que receberam atenolol 10 ou 40 
nmol antes do teste EC1. Um grupo de animais que recebeu atenolol (10 
ou 40 nmol) fora do PMd foram agrupados e constituíram o grupo ATE-
fora, e esses animais não apresentaram diferenças significativas para os 
parâmetros analisados nos testes EC1 e EC2 em relação ao grupo PBS 
(Fig. 7). 
Esses resultados demonstram que o bloqueio de receptores beta1 
no PMd interfere com a expressão das respostas de medo ao odor 
condicionado, bem como impedem o condicionamento de segunda 
ordem ao contexto de exposição ao odor. 
 
4.2 Etapa 2 – Efeito da ativação de adrenoceptores beta no PMd 
na promoção do condicionamento olfatório de medo 
 
4.2.1 Experimento 3 – Efeito do isoproterenol na aquisição do 
condicionamento olfatório de medo  
No primeiro conjunto de dados, o protocolo experimental foi 
realizado pela microinjeção de PBS ou ISO (10 ou 40 nmol) seguida 
pela exposição ao odor de acetato de amila na caixa de condicionamento 
durante 3 min e 20 s. Esse tempo de exposição ao odor foi
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Figura 7. Efeito da butoxamina no PMd na aquisição do condicionamento olfatório de medo. 
Acima da figura está exemplificado o protocolo experimental. A flecha vertical representa o 
momento da microinjeção no PMd. PBS (n=8), butoxamina 3 nmol (BUT3, n=8), butoxamina 
10 nmol (BUT10, n=8) e BUT-fora (n=9). Teste EC1 representa a exposição ao EC na caixa de 
odor e o teste EC2 representa o condicionamento de segunda ordem ao contexto associado com 
o EC. As barras horizontais hachuradas representam o intervalo de confiança de 95% dos 
animais no dia da familiarização. As barras verticais representam o tempo de aproximação (A), 
o tempo escondido (B) e o tempo de head-out (C) nas sessões de testes EC1 e EC2. (ANOVA 
com medidas repetidas seguida de Newman Keuls).
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Figura 8. Efeito do atenolol no PMd na expressão do comportamento defensivo ao estímulo 
condicionado olfatório. Acima da figura está exemplificado o protocolo experimental. A flecha 
vertical representa o momento da microinjeção no PMd. PBS (n=9), atenolol 10 nmol (ATE10, 
n=8), atenolol 40 nmol (ATE40, n=8) e ATE-fora (n=17). Teste EC1 representa a exposição ao 
EC na caixa de odor e o teste EC2 representa o condicionamento de segunda ordem ao 
contexto associado com o EC. As barras horizontais hachuradas representam o intervalo de 
confiança de 95% dos animais no dia da familiarização. As barras verticais representam o 
tempo de aproximação (A), o tempo escondido (B) e o tempo de head-out (C) nas sessões de 
testes EC1 e EC2. * p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA com medidas repetidas 
seguida de Newman Keuls).
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escolhido para comparar com o intervalo de tempo que é necessário para 
realizar o protocolo de choque elétrico nas patas. 
Para os ratos que receberam PBS ou ISO (10 ou 40 nmol) não 
foram encontradas diferenças significativas na etapa de familiarização 
na caixa de odor. Nas sessões de testes EC1 e EC2, ANOVA não 
detectou diferenças significativas entre os grupos para o fator tratamento 
para o tempo de aproximação [F(3,26)=4,86], para o tempo escondido 
[F(3,26)=3,0] e para o tempo de head-out [F(3,26)=1,61] (Fig. 9).  
 
Para o segundo conjunto de experimentos, um intervalo maior (10 
min) de exposição ao odor de acetato de amila foi escolhido, uma vez 
que para promover condicionamento olfatório de medo com estimulação 
de estrutura um tempo maior de exposição ao odor seja necessário, 
comparado com a utilização de choques elétricos nas patas como EI. 
Para os grupos que receberam PBS ou ISO (10 ou 40 nmol) no 
PMd antes da exposição ao odor de acetato de amila na caixa de 
condicionamento, nenhuma diferença estatística significativa foi 
detectada entre os grupos na etapa de familiarização na caixa de odor. 
Nas etapas de testes EC1 e EC2, ANOVA detectou diferenças 
significativas (p < 0,00001) no fator tratamento para o tempo de 
aproximação [F(4,46)=25,43], o tempo escondido [F(4,46)=45,12] e o 
tempo de head-out [F(4,46)=20,50]. Além disso, a ANOVA detectou 
diferenças significativas (p < 0,05) no fator interação para o tempo de 
aproximação [F(4,46)=3,81]. A análise post hoc revelou que os ratos 
que receberam ISO 10 ou 40 nmol, e foram condicionados ao odor de 
acetato de amila durante 10 min, apresentaram diminuição no tempo de 
aproximação e aumento no tempo escondido e no tempo de head-out, 
tanto na sessão de teste EC1 quanto na sessão EC2, comparados ao 
grupo controle PBS. Para os ratos que receberam ISO 40 nmol, mas 
foram condicionados ao odor neutro no dia 2, não foram observadas 
diferenças significativas nas sessões EC1 e EC2 em relação ao grupo 
controle. Os animais que receberam ISO 10 ou 40 fora do PMd, 
condicionados ao odor de acetato de amila durante 10 min, foram 
agrupados em grupo ISO-fora e esse grupo não apresentou diferentes 
estatísticas comparado ao grupo PBS (Fig. 10). 
Com isso, pode-se verificar o estabelecimento do 
condicionamento olfatório de medo pela microinjeção de isoproterenol 
no PMd e exposição ao odor de acetato de amila durante 10 min. 
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Figura 9. Efeito do isoproterenol no PMd em animais expostos ao odor de acetato de amila 
durante 3 min e 20 s na promoção do condicionamento olfatório de medo. Acima da figura está 
exemplificado o protocolo experimental. A flecha vertical representa o momento da 
microinjeção no PMd. PBS (n=6), isoproterenol 10 nmol (ISO10, n=7), isoproterenol 40 nmol 
(ISO40, n=8) e ISO-fora (n=9) foram condicionados com odor de acetato de amila (EC) 
durante 3 min e 20 s. Teste EC1 representa a exposição ao EC na caixa de odor e o teste EC2 
representa o condicionamento de segunda ordem ao contexto associado com o EC. As barras 
horizontais hachuradas representam o intervalo de confiança de 95% dos animais no dia da 
familiarização. As barras verticais representam o tempo aproximação (A), o tempo escondido 
(B) e o tempo de head-out (C) nas sessões de testes EC1 e EC2. (ANOVA com medidas 
repetidas seguida de Newman Keuls).
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Figura 10. Efeito do isoproterenol no PMd funcionando como um estímulo incondicionado 
para promover condicionamento olfatório de medo. Acima da figura está exemplificado o 
protocolo experimental. A flecha vertical representa o momento da microinjeção no PMd. PBS 
(n=7), isoproterenol 10 nmol (ISO10, n=9), isoproterenol 40 nmol (ISO40, n=11) e ISO-fora 
(n=17) foram condicionados com odor de acetato de amila (EC) durante 10 min. Ratos do 
grupo ISO 40/odor neutro (n=7) não foram expostos ao EC durante a sessão de 
condicionamento. Teste EC1 representa a exposição ao EC na caixa de odor e o teste EC2 
representa o condicionamento de segunda ordem ao contexto associado com o EC. As barras 
horizontais hachuradas representam o intervalo de confiança de 95% dos animais no dia da 
familiarização. As barras verticais representam o tempo aproximação (A), o tempo escondido 
(B) e o tempo de head-out (C) nas sessões de testes EC1 e EC2. * p<0,05 comparado ao grupo 
controle PBS (ANOVA com medidas repetidas seguida de Newman Keuls). 
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4.2.2 Experimento 4 – Efeito do atenolol e da butoxamina na 
aquisição do condicionamento olfatório de medo induzido por 
isoproterenol 
Nesta etapa experimental, os animais receberam duas 
microinjeções no PMd, espaçadas 5 min cada, para verificar se o pré-
tratamento com antagonistas beta1 ou beta2 antagonizariam os efeitos 
do isoproterenol em promover o condicionamento olfatório de medo. 
Na etapa de familiarização na caixa de odor, nenhuma diferença 
estatística significativa foi detectada entre os grupos nos parâmetros 
analisados. 
Nas etapas de testes EC1 e EC2, a ANOVA detectou diferenças 
significativas (p < 0,00001) no fator tratamento para o tempo de 
aproximação [F(5,44)=11,89], o tempo escondido [F(5,44)=31,45]  e o 
de tempo de head-out [F(5,44)=13,35]. Além disso, a ANOVA detectou 
diferenças significativas (p < 0,05) no fator repetição para o tempo de 
aproximação [F(1,44)=5,99], o tempo escondido [F(1,44)=5,51] e o 
tempo de head-out [F(1,44)=6,50]. A análise post hoc detectou que nos 
grupos PBS+ISO e BUT+ISO, o tempo de aproximação estava 
diminuído ao passo que o tempo escondido e de head-out estavam 
aumentados quando comparados ao controle PBS+PBS nas etapas de 
teste EC1 e EC2 (Fig. 11).  
Os ratos que receberam atenolol (ATE+ISO ou ATE+PBS), e 
também os animais tratados com butoxamina antes do PBS, não foram 
detectados diferenças significativas nos testes EC1 e EC2 em relação ao 
grupo controle (PBS+PBS) (Fig. 11). 
Esses resultados confirmam o estabelecimento do 
condicionamento olfatório de medo pela microinjeção de isoproterenol 
no PMd, e indicam que o atenolol, mas não a butoxamina, é capaz de 
bloquear o efeito do ISO em promover o condicionamento. 
 
4.2.3 Experimento 5 – Efeito do atenolol na expressão do 
condicionamento olfatório de medo induzido por isoproterenol 
Para os animais que foram condicionados com PBS ou ISO 40 
nmol e acetato de amila durante 10 min, e receberam PBS ou ATE 40 
nmol antes do teste EC1, não foram encontradas diferenças 
significativas entre os grupos na etapa de familiarização na caixa de 
odor. 
A ANOVA detectou diferenças significativas (p < 0,00001) no 
fator tratamento por ANOVA para medidas repetidas para o tempo
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Figura 11. Efeito do atenolol e da butoxamina na aquisição do condicionamento olfatório de 
medo promovido por isoproterenol no PMd. Acima da figura está exemplificado o protocolo 
experimental. As flechas verticais representam o momento da microinjeção de atenolol 40 
nmol (ATE) ou butoxamina 10 nmol (BUT) e isoproterenol 40 nmol (ISO) no PMd (intervalo 
de 5 min entre as microinjeções). Os grupos PBS+PBS (n=9), PBS+ISO (n=11), ATE + ISO 
(n=8), ATE + PBS (n=6), BUT + ISO (n=8) ou BUT + PBS (n=8) foram condicionados com 
odor de acetato de amila (EC) na caixa de condicionamento durante 10 min. Teste EC1 
representa a exposição ao EC na caixa de odor e o teste EC2 representa o condicionamento de 
segunda ordem ao contexto associado com o EC. As barras horizontais hachuradas representam 
o intervalo de confiança de 95% dos animais no dia da familiarização. As barras verticais 
representam o tempo de aproximação (A), o tempo escondido (B) e o tempo de head-out (C) 
nas sessões de testes EC1 e EC2. * p<0,05 comparado ao grupo controle PBS+PBS (ANOVA 
com medidas repetidas seguida de Newman Keuls). 
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de aproximação [F(3,26)=19,51], o tempo escondido [F(3,26)=43,51] e 
o tempo de head-out [F(3,26)=30,89]. Além disso, a ANOVA detectou 
diferenças (p < 0,05) no fator repetição para o tempo de aproximação 
[F(1,26)=5,41]. A análise post hoc detectou que os animais 
microinjetados com ISO no condicionamento e PBS antes do teste EC1 
(grupo ISO/PBS) apresentaram diminuição no tempo de aproximação e 
aumento nos tempos escondido e de head-out comparados ao grupo 
controle (PBS/PBS), tanto na sessão EC1 quanto na sessão EC2.  
A análise post hoc não detectou diferenças significativas entre os 
grupos injetados com atenolol 40 nmol antes do teste EC1 (grupos 
ISO/ATE e PBS/ATE), comparados com o grupo controle (PBS/PBS) 
(Fig. 12). 
Esses resultados mostram que o atenolol microinjetado no PMd é 
capaz de impedir a expressão do COM promovido pela estimulação de 
receptores beta no PMd. 
 
4.2.4 Experimento 6 – Efeito do nadolol sistêmico na aquisição 
do condicionamento olfatório de medo induzido por isoproterenol 
Os ratos que receberam salina ou nadolol (i.p.) antes da 
microinjeção de ISO no PMd na sessão de condicionamento, não 
apresentaram diferenças significativas nos parâmetros analisados na 
familiarização à caixa de odor.  
Durante as etapas de testes EC1 e EC2, ANOVA não detectou 
diferenças significativas entre os grupos no fator tratamento para o 
tempo de aproximação [F(1,13)=0,66], tempo escondido [F(1,13)=0,03] 
ou tempo de head-out [F(1,13)=1,30] (Fig. 13). 
Com esses dados é possível verificar que o efeito da estimulação 
de receptores beta no PMd em promover o COM é independente da 
estimulação de receptores adrenérgicos periféricos.    
 
4.2.5 Experimento 7 – Participação dos receptores 
glutamatérgicos do tipo NMDA na MCPd na aquisição do 
condicionamento induzido por isoproterenol 
Neste protocolo experimental, não houve diferenças significativas 
entre os grupos no dia da familiarização na caixa de odor. Nas sessões 
de teste EC1 e EC2, a AVOVA detectou diferenças significativas (p < 
0,00001) no fator tratamento para o tempo de aproximação 
[F(3,34)=17,94], tempo escondido [F(3,34)=32,40] e tempo de head-out 
[F(3,34)=21,89]. A análise post hoc indicou que durante a sessão de
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Figura 12. Efeito do atenolol na expressão do condicionamento olfatório de medo promovido 
por isoproterenol no PMd. Acima da figura está exemplificado o protocolo experimental. As 
flechas verticais representam o momento da microinjeção de isoproterenol 40 nmol (ISO) ou 
atenolol 40 nmol (ATE) no PMd. Os grupos PBS/PBS (n=8), ISO/PBS (n=9), ISO/ATE (n=8) 
e PBS/ATE (n=8) foram condicionados com o odor de acetato de amila (EC) durante 10 min e 
receberam a segunda microinjeção antes da expressão do condicionamento olfatório de medo. 
Teste EC1 representa a exposição ao EC na caixa de odor e o teste EC2 representa o 
condicionamento de segunda ordem ao contexto associado com o EC. As barras horizontais 
hachuradas representam o intervalo de confiança de 95% dos animais no dia da familiarização. 
As barras verticais representam o tempo de aproximação (A), o tempo escondido (B) e o tempo 
de head-out (C) nas sessões de testes EC1 e EC2. * p<0,05 comparado ao grupo controle 
PBS/PBS (ANOVA com medidas repetidas seguida de Newman Keuls).
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Figura 13. Efeito da injeção sistêmica de nadolol na aquisição do condicionamento olfatório de 
medo promovido por isoproterenol no PMd. Acima da figura está exemplificado o protocolo 
experimental. A primeira flecha vertical representa o momento da microinjeção de salina (n=7) 
ou nadolol 10 mg/kg (n=8) injetado (i.p.) 30 min antes do condicionamento com isoproterenol 
40 nmol no PMd (segunda flecha vertical) e acetato de amila (EC) durante 10 min. Teste EC1 
representa a exposição ao EC na caixa de odor e o teste EC2 representa o condicionamento de 
segunda ordem ao contexto associado com o EC. As barras horizontais hachuradas representam 
o intervalo de confiança de 95% dos animais no dia da familiarização. As barras verticais 
representam o tempo de aproximação (A), o tempo escondido (B) e o tempo de head-out (C) 
nas sessões de testes EC1 e EC2. (ANOVA com medidas repetidas seguida de Newman 
Keuls).
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teste EC1 os animais microinjetados com PBS na MCPd seguido por 
ISO 40 nmol no PMd (grupo PBS/ISO) ou ratos microinjetados com 
AP5 6 nmol fora da MCPd (grupo AP5-fora/ISO) apresentaram 
diminuição no tempo de aproximação e aumento no tempo escondido e 
no tempo de head-out comparado com o grupo controle PBS/PBS. O 
bloqueio de receptores glutamatérgicos NMDA com AP5 na MCPd foi 
responsável pela falta de efeito significativo do ISO no PMd (grupo 
AP5/ISO) em relação ao grupo controle (Fig. 14). 
Durante a sessão de teste EC2, animais do grupo PBS/ISO 
continuaram a apresentar diminuição no tempo de aproximação e 
aumento no tempo escondido e tempo de head-out comparado com o 
grupo controle. Animais do grupo AP5-fora/ISO mostraram aumento no 
tempo escondido e no tempo de head-out no teste EC2 em relação ao 
grupo PBS/PBS. Não houve diferenças significativas nos parâmetros 
analisados durante a sessão EC2 entre os grupos AP5/ISO e o grupo 
controle (Fig. 14). 
 
Em conjunto, esses resultados demonstram que o bloqueio de 
receptores NMDA na MCPd antes da injeção de ISO no PMd impede a 
associação efetiva de ISO-EC em promover respostas defensivas 
condicionadas para o EC. 
 
4.2.6 Experimento 8 – Participação dos receptores 
glutamatérgicos do tipo NMDA da MCPd na expressão do 
condicionamento induzido por isoproterenol 
Não houve diferenças significativas entre os grupos nas respostas 
defensivas à caixa de odor no dia da familiarização. A ANOVA 
detectou diferenças significativas (p < 0,01) no fator tratamento para o 
tempo de aproximação [F(3,28)=6,13], o tempo escondido 
[F(3,28)=17,06] e o tempo de head-out [F(3,28)=13,47]. Foram 
detectadas diferenças significativas (p < 0,01) também no fator interação 
sessão X tratamento para o tempo de aproximação [F(3,28)=6,05] e o 
tempo escondido [F(3,28)=4,81]. Comparações post hoc mostraram que 
durante a sessão de teste EC1, houve redução significativa no tempo de 
aproximação e aumento no tempo escondido e no tempo de head-out 
nos animais que receberam ISO 40 nmol no PMd na sessão de 
condicionamento e PBS na MCPd antes da sessão EC1 (grupo 
ISO/PBS) e nos animais que receberam ISO no PMd e AP5 fora da 
MCPd (grupo ISO/AP5-fora). Os ratos que receberam ISO 40 nmol no 
PMd e AP5 6 nmol na MCPd antes de teste EC1 (grupo ISO/AP5) 
apresentaram diminuição no tempo de aproximação na sessão EC1. Um
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Figura 14. Efeito do AP5 na MCPd na aquisição do condicionamento olfatório de medo 
promovido pela microinjeção de isoproterenol no PMd. Acima da figura está exemplificado o 
protocolo experimental. As flechas verticais representam o momento da microinjeção de AP5 6 
nmol na MCPd e isoproterenol 40 nmol (ISO) no PMd (intervalo de 5 min entre as 
microinjeções). Os grupos PBS/PBS (n=7), PBS/ISO (n=10) ou AP5/ISO (n=11) e AP5-
fora/ISO (n=10) foram condicionados com odor de acetato de amila (EC) na caixa de 
condicionamento durante 10 min. Teste EC1 representa a exposição ao EC na caixa de odor e o 
teste EC2 representa o condicionamento de segunda ordem ao contexto associado com o EC. 
As barras horizontais hachuradas representam o intervalo de confiança de 95% dos animais no 
dia da familiarização. As barras verticais representam o tempo de aproximação (A), o tempo 
escondido (B) e o tempo de head-out (C) nas sessões de testes EC1 e EC2. * p<0,05 
comparado ao grupo controle PBS/PBS (ANOVA com medidas repetidas seguida de Newman 
Keuls).
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bloqueio de receptores glutamatérgicos na MCPd antes da sessão de 
expressão das respostas de medo ao odor foi responsável pela ausência 
de diferença na expressão das respostas de medo promovido pelo 
condicionamento com ISO, tanto no tempo escondido quanto no tempo 
de head-out (Fig. 15). 
 Durante o teste EC2, os animais do grupo ISO/PBS e ISO/AP5-
fora continuaram a apresentar aumento no tempo escondido comparado 
ao grupo controle. Não foram detectadas diferenças significativas 
durante o teste EC2 entre o grupo ISO/AP5 e o grupo controle nos 
parâmetros analisados (Fig. 15). 
Esses resultados demonstram que o bloqueio de receptores 
NMDA na MCPd impedem a expressão do comportamento defensivo 
para o COM promovido por ISO no PMd, e também bloqueiam o 
condicionamento de segunda ordem ao contexto associado ao odor 
pareado. 
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Figura 15. Efeito do AP5 na MCPd na expressão do condicionamento olfatório de medo 
promovido por isoproterenol no PMd. Acima da figura está exemplificado o protocolo 
experimental. As flechas verticais representam o momento da microinjeção de isoproterenol 40 
nmol (ISO) no PMd e de AP5 6 nmol na MCPd. Os grupos PBS/PBS (n=7), ISO/PBS (n=9), 
ISO/AP5 (n=7) e ISO/AP5-fora (n=9) foram condicionados com o odor de acetato de amila 
(EC) na caixa de condicionamento durante 10 min e receberam a segunda microinjeção antes 
da expressão do condicionamento olfatório de medo. Teste EC1 representa a exposição ao EC 
na caixa de odor e o teste EC2 representa o condicionamento de segunda ordem ao contexto 
associado com o EC. As barras horizontais hachuradas representam o intervalo de confiança de 
95% dos animais no dia da familiarização. As barras verticais representam o tempo de 
aproximação (A), o tempo escondido (B) e o tempo de head-out (C) nas sessões de testes EC1 
e EC2. * p<0,05 comparado ao grupo controle PBS/PBS (ANOVA com medidas repetidas 
seguida de Newman Keuls).
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5. Discussão 
 
Os resultados obtidos neste estudo demonstram que 
adrenoceptores beta1 no PMd participam na mediação do 
comportamento defensivo de ratos, no modelo do condicionamento 
olfatório de medo.  
 
Os receptores beta1 no PMd interferem com a aquisição e 
expressão do comportamento defensivo no condicionamento olfatório de 
medo 
Na primeira etapa experimental deste estudo, foi realizado o 
bloqueio dos adrenoceptores beta no PMd utilizando o modelo do COM. 
Em um trabalho anterior do nosso laboratório, Do Monte e 
colaboradores (2008) verificaram que adrenoceptores beta1 no PMd 
medeiam as respostas defensivas ao odor de gato. Foi demonstrado 
também que o bloqueio dos receptores beta1 no PMd interfere com a 
aquisição do condicionamento ao contexto associado à exposição ao 
odor de gato (Do Monte, Canteras et al., 2008). O modelo de odor de 
gato promove respostas emocionais importantes nos roedores, e é capaz 
de ativar circuitos neurais de medo relacionados ao sistema defensivo 
hipotalâmico medial (Blanchard, Canteras et al., 2005; Canteras, 2008). 
Vários pesquisadores que utilizam o odor de predador mostraram que 
esse modelo promove respostas defensivas e induz a um estado de 
ansiedade biologicamente relevante em roedores (Zangrossi e File, 
1992; Blanchard, Yudko et al., 1993; Dielenberg, Hunt et al., 2001; 
Dielenberg e McGregor, 2001; McGregor, Schrama et al., 2002; 
McGregor, Hargreaves et al., 2004; Staples, Hunt et al., 2005). As 
respostas dos ratos mediante a presença do odor de predador é intensa e 
imediata, apesar destes roedores, nascidos e criados dentro de 
laboratório, nunca terem entrado em contato com um gato antes. 
Enquanto odores aversivos, como o TMT ou o formol, causam apenas 
esquiva nos roedores, o odor de gato causa uma série de respostas 
comportamentais como aumento da avaliação de risco, fuga, redução da 
atividade locomotora, e aumento do tempo de imobilidade (Blanchard e 
Blanchard, 1989; Dielenberg e McGregor, 2001; McGregor, Schrama et 
al., 2002; Pagani e Rosen, 2009) e, além disso, quando os ratos são 
reexpostos ao ambiente em que foram apresentados ao odor de gato 
(contexto), passam a apresentar um aumento das respostas defensivas 
caracterizadas como medo condicionado (Dielenberg e McGregor, 
1999; Do Monte, Canteras et al., 2008). 
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Entretanto, apesar da relevância biológica que esse estímulo 
exerce sobre os roedores, a impossibilidade de medir a real quantidade 
de odor usada para gerar medo limita a sua utilização com boa 
reprodutibilidade entre os laboratórios. Além disso, a aquisição do odor 
de gato pode variar em função da temperatura, umidade relativa do ar, 
condições de alojamento e grau de estresse do felino, entre outros, o que 
dificulta ainda mais sua padronização. Com base nesses fatos, uma 
proposta do nosso grupo foi verificar se, ao condicionar um odor neutro 
com um estímulo aversivo, as respostas emocionais geradas nos 
roedores, bem como os circuitos neuroanatômicos responsáveis em 
processar essa informação, seriam os mesmos mobilizados quando da 
exposição ao odor de gato. Desta forma, foi recentemente demonstrado 
que ratos submetidos ao COM com 5 choques elétricos nas patas e odor 
neutro emitem respostas comportamentais similares aquelas visualizadas 
na presença do odor de gato (Canteras, Kroon et al., 2008; Kroon e 
Carobrez, 2009). Além disso, o aumento da expressão de Fos no PMd 
após a exposição ao estímulo olfatório previamente condicionado (EC1) 
(ver Fig. 3 da introdução) de maneira semelhante ao detectado em ratos 
expostos ao predador ou ao seus odores, sugere que o COM poderia 
constituir em um modelo animal capaz de mimetizar a ativação de áreas 
hipotalâmicas envolvidas com estímulos relacionados ao predador 
(Canteras, Kroon et al., 2008).   
O modelo do COM já foi demonstrado por alguns pesquisadores 
(Otto, Cousens et al., 1997; Richardson, Vishney et al., 1999; Schettino 
e Otto, 2001; Paschall e Davis, 2002a; Cavalli, Bertoglio et al., 2009; 
Kroon e Carobrez, 2009; Zhang, Okutani et al., 2010). No protocolo 
experimental utilizado neste trabalho, as respostas de medo são 
visualizadas em um aparato diferente do utilizado para o 
condicionamento, com o objetivo de isolar apenas a pista olfatória como 
EC. Os parâmetros analisados foram o tempo escondido, ou seja, no 
compartimento fechado e afastado da fonte de odor, o tempo de 
aproximação do estímulo olfatório e o tempo em que os ratos 
permanecem realizando um comportamento de avaliação de risco 
(tempo de head-out). Ratos que foram condicionados com cinco 
choques elétricos nas patas, e que receberam microinjeção de PBS no 
PMd como controle, apresentaram respostas de medo ao odor 
condicionado no dia do teste EC1. Esses animais apresentaram 
comportamento de esquiva ao odor, pois permaneceram mais tempo 
escondidos e fazendo head-out, e menos tempo próximos da pista 
olfatória, em relação ao dia da familiarização na caixa de odor, quando o 
estímulo aversivo não estava presente. Estes resultados indicam que 
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ocorreu aumento das respostas defensivas dos ratos para o estímulo 
EC1. Vale ressaltar que a ausência das respostas de medo no dia da 
familiarização na caixa de odor exclui a possibilidade de generalização a 
outras pistas do ambiente.  
Além disso, a apresentação do odor na caixa promoveu o 
condicionamento de segunda ordem, ou seja, os ratos passaram a 
contextualizar o ambiente onde foram expostos ao odor condicionado, e 
apresentaram o mesmo padrão de comportamento defensivo durante a 
sessão de teste EC2. O condicionamento de segunda ordem já foi 
elucidado utilizando diferentes estímulos (Rescorla e Gillan, 1980; 
Gewirtz e Davis, 1998; 2000; Rescorla, 2008), e, como já foi 
mencionado na introdução, refere-se à capacidade de um estímulo 
previamente condicionado, ser associado a outro estímulo neutro, que 
passa a ser denominado então de estímulo condicionado 2. Este novo 
estímulo passa então a gerar respostas de medo, sem ter sido associado 
diretamente ao EI. No condicionamento olfatório de medo, o odor 
previamente pareado com choque nas patas adquire caráter relevante, e é 
capaz de ser associado a outras pistas, como uma luz, ou mesmo o 
contexto associado ao odor aversivo (Paschall e Davis, 2002b; Cavalli, 
Bertoglio et al., 2009; Kroon e Carobrez, 2009). 
No modelo do COM, a administração sistêmica de propranolol 
interfere com o processo de aquisição, consolidação e expressão das 
respostas de medo ao estímulo EC1 (Kroon e Carobrez, 2009). Isso 
demonstra que o sistema adrenérgico é importante na mediação das 
respostas de medo para estímulos aversivos que envolvem pistas 
olfatórias. Muito das ações do propranolol em interferir nos processos 
de ansiedade e formação de memórias aversivas são decorrências de 
suas ações centrais. Como por exemplo, o efeito do propranolol em 
reduzir as respostas de medo ao odor de gato está relacionado com a 
diminuição da expressão de proteína Fos no PMd (Do Monte, Canteras 
et al., 2008).  
O envolvimento de adrenoceptores no PMd nas etapas de 
aquisição do medo condicionado a um estímulo olfatório foi 
demonstrado pelo primeira vez por este trabalho. O bloqueio de 
receptores beta1 no PMd impede a aquisição do condicionamento de 
medo para um estímulo olfatório. Os ratos microinjetados com atenolol 
80 nmol no PMd antes da etapa de aquisição do COM apresentaram 
diminuição das respostas de medo ao EC1, aumentando o tempo de 
aproximação da fonte de odor e diminuindo o tempo escondido em 
relação aos ratos controles. Além disso, estes animais apresentaram 
diminuição no tempo escondido e uma tendência no aumento do tempo 
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de aproximação na sessão de teste EC2, indicando que não ocorreu o 
condicionamento de segunda ordem ao contexto, uma vez que o odor de 
acetato de amila não parece apresentar relevância emocional aversiva. 
Atenolol nas doses de 10 e 40 nmol e butoxamina nas doses de 3 e 10 
nmol não impediram o aprendizado do COM, apenas a dose maior de 
atenolol foi efetiva para interferir com as respostas de medo ao 
aprendizado olfatório. Estes resultados poderiam ser explicados pelo 
fato de que apenas doses maiores de antagonistas são efetivas em 
impedir o aprendizado associativo quando se utiliza choque elétrico nas 
patas como EI. Em experimentos utilizando pistas auditivas para 
promover condicionamento de medo, Debiec e Ledoux (2004) 
utilizaram doses elevadas de antagonistas adrenérgicos para bloquear a 
aquisição do condicionamento ao choque nas patas, quando comparadas 
com outras tarefas de aprendizado associativo. Recentemente, um 
trabalho demonstrou que no condicionamento de medo ao som tanto o 
atenolol como a butoxamina impediram a consolidação do aprendizado 
associativo (Qu, Guo et al., 2008). Como doses maiores de butoxamina 
não foram realizadas em nosso protocolo experimental, por dificuldades 
de diluição e outros problemas técnicos, a possibilidade de que os 
receptores beta2 estejam participando na aquisição do COM não pode 
ser descartada.  
Os resultados desta etapa experimental não conseguem 
discriminar se o efeito do atenolol no PMd interfere na fase de aquisição 
inicial do condicionamento com choque nas patas ou na fase de 
consolidação da memória de medo, uma vez que o tempo de meia-vida 
de ação do atenolol não foi determinado.  
Estudos com condicionamento de medo Pavloviano tipicamente 
utilizam o choque elétrico nas patas como EI. A ativação de receptores 
nociceptivos das patas ativa vias ascendentes da dor, e através de 
projeções para a lâmina 1 na medula espinhal, ativam estruturas 
encefálicas como o hipotálamo e a amígdala (Craig, 2002). Muitos 
estudos mostram a amígdala como o principal alvo para aquisição, 
consolidação e expressão das memórias de medo ao estímulo 
condicionado (Fendt e Fanselow, 1999; Ledoux, 2000; Otto, Cousens et 
al., 2000; Maren, 2001; McGaugh, 2004). O núcleo lateral da amígdala 
está envolvido durante a fase de aquisição do medo condicionado 
(Goosens e Maren, 2001; Holahan e White, 2004; Rodrigues, Schafe et 
al., 2004; Knapska, Walasek et al., 2006; Lanuza, Moncho-Bogani et 
al., 2008), até mesmo quando são utilizados estímulos condicionados 
olfatórios (Otto, Cousens et al., 2000). Esses estudos indicam que o 
núcleo lateral da amígdala é responsável por associar as respostas 
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condicionadas e incondicionadas, e envia projeções, via núcleo 
basolateral, para o núcleo central da amígdala. Estudos com lesão do 
núcleo basolateral demonstram a participação dessa região na 
consolidação do COM (Cousens e Otto, 1998; Kilpatrick e Cahill, 2003) 
e o bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA impede a 
aquisição do condicionamento de medo ao odor (Walker, Paschall et al., 
2005), confirmando a participação dessa região nos processos de 
consolidação da memória de medo para estímulos olfatórios. Quando os 
estímulos utilizados envolvem um odor, conexões da amígdala para o 
sistema defensivo hipotalâmico medial são extremamente importantes 
para a expressão dessas respostas de medo. Canteras e colaboradores 
(2008) sugeriram que o núcleo lateral da amígdala poderia influenciar o 
sistema defensivo hipotalâmico através de projeções para a parte 
posterior do núcleo basomedial da amígdala, que possui conexões com o 
núcleo hipotalâmico ventromedial. Além disso, o núcleo lateral também 
se projeta para a região CA1 do hipocampo e subículum, que pode 
conectar-se ao sistema hipotalâmico medial via núcleo hipotalâmico 
anterior (Risold, Canteras et al., 1994). Desta forma, o bloqueio dos 
receptores beta1 no PMd são importantes em mediar o aprendizado do 
COM.  
As doses de atenolol que não interferiram com a aquisição do 
COM, quando injetadas antes do teste EC1, interferiram com a 
expressão das respostas defensivas. O atenolol micronjetado no PMd 
reduziu as respostas de medo ao odor. Apesar dessas doses de 
antagonistas não serem eficazes em impedir a aquisição do COM, elas 
impediram a aquisição do medo associado ao contexto do odor, ou seja, 
o atenolol no PMd impediu o condicionamento de segunda ordem. A 
seletividade deste efeito pode ser visualizada através do comportamento 
dos animais que receberam atenolol em regiões fora do PMd e exibiram 
respostas de medo condicionado. Isso demonstra a especificidade de 
adrenoceptores no PMd nos processos relacionados a sensação de medo 
a partir de estímulos olfatórios.  
O PMd, até recentemente, era caracterizado como estrutura chave 
apenas para detecção de pistas relacionadas com o predador natural, pois 
estudos com lesão indicam que o PMd não participa nas respostas de 
medo ao labirinto em cruz elevado nem no condicionamento de medo 
contextual (Blanchard, Li et al., 2003; Blanchard, Canteras et al., 2005). 
Corroborando esses trabalhos, a inibição do PMd com agonista dos 
receptores GABA subtipo A, muscimol, não interfere com as respostas 
de medo potencializado pelo sobressalto acústico (Santos, Macedo et 
al., 2008). Entretanto, quando a pista aversiva envolve o sistema 
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olfatório, foi demonstrado que o bloqueio de receptores glutamatérgicos 
do tipo NMDA do PMd antes da etapa de expressão ao medo 
condicionado impede as respostas de medo ao odor pareado de forma 
similar à inibição das respostas ao odor de gato (Canteras, Kroon et al., 
2008). Esses achados, juntamente com os resultados deste trabalho, 
confirmam que o PMd participa da respostas defensivas no modelo do 
COM. Isso demonstra que o sistema hipotalâmico defensivo medial 
pode ser importante na detecção de outras respostas de medo além do 
predador. E dados deste trabalho mostram que adrenoceptores beta1, 
juntamente com os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, são 
importantes em mediar essas respostas.  
O aumento da atividade do sistema adrenérgico central tem sido 
implicado na expressão das respostas de medo e ansiedade (Bremner, 
Krystal et al., 1996; Charney, 2003; Morilak, Barrera et al., 2005). 
Durante situações de estresse, a noradrenalina está aumentada (Bremner, 
Krystal et al., 1996; Crane, French et al., 2005) como resultado de um 
aumento acentuado no locus coeruleus, regiões límbicas, como 
hipotálamo, hipocampo e amígdala, e córtex cerebral (Tsuda e Tanaka, 
1985). Assim, o aumento da liberação da noradrenalina central durante 
experiências de medo é essencial para induzir a formação de memórias 
aversivas (Izquierdo e Medina, 1997; Izquierdo, Medina et al., 1998). O 
choque elétrico nas patas aumenta a concentração de noradrenalina no 
encéfalo (Swiergiel, Li et al., 2008), e a reexposição ao ambiente 
previamente associado com o choque nas patas aumenta a atividade de 
neurônios noradrenérgicos no hipotálamo (Yokoo, Tanaka et al., 1990), 
indicando que neurônios noradrenérgicos nessa região do encéfalo 
medeiam respostas de medo tanto aos estímulos incondicionados como 
ao contexto associado com o medo (Neophytou, Aspley et al., 2001). A 
figura 16 representa um esquema ilustrando as possíveis conexões 
encefálicas envolvidas com o aprendizado associativo e a expressão das 
respostas de medo no condicionamento de medo Pavloviano. 
Antagonistas de adrenoceptores beta apresentam efeito ansiolítico 
em vários modelos animais de ansiedade, como o labirinto em cruz 
elevado (Gorman e Dunn, 1993; Cecchi, Khoshbouei et al., 2002; Stern, 
Carobrez et al., 2008; Stern, Monte et al., 2010), o campo aberto 
(Angrini, Leslie et al., 1998), a exposição ao odor de gato (Do Monte, 
Canteras et al., 2008) e nas respostas decorrentes do sobressalto 
potencializado pelo som (Walker e Davis, 2002a). Atualmente, beta-
bloqueadores como o propranolol podem ser utilizados clinicamente 
para o tratamento da ansiedade em humanos (Mueller e Cahill, 2010). 
  
 
Figura 16. Diagrama esquemático ilustrando o processamento do condicionamento de medo Pavloviano. 
Pistas olfatórias são detectadas pelo bulbo olfatório e pistas contextuais pelo hipocampo. O PMd recebe aferências do AHN e do VMH, e possui 
modulação GABAérgica (inibitória), adrenérgica e glutamatérgica. Legenda: AHN, núcleo hipotalâmico anterior; BMAp, parte posterior do 
núcleo basomedial da amígdala; CEA, núcleo central da amígdala; GLU, glutamato; LC, locus coeruleus; LA, núcleo lateral da amígdala; LS, 
septo lateral; MCPd, matéria cinzenta periaquedutal dorsal; NA, noradrenalina; PMd, núcleo pré-mamilar dorsal; VMH, núcleo ventromedial do 
hipotálamo. Baseado em trabalhos de McGaugh (2004); Canteras, Kroon et al. (2008). 
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Apesar do efeito ansiolítico dos antagonistas beta, o sistema 
noradrenérgico é amplamente estudado pela sua participação na 
formação de memórias de medo. As memórias emocionais são 
associadas com aumento da sinalização noradrenérgica em receptores do 
tipo beta (McGaugh, 2000), e o bloqueio dos receptores beta impede a 
formação de memórias com características emocionais em humanos 
(Cahill, Prins et al., 1994; Grillon, Cordova et al., 2004). Nos roedores, 
propranolol interfere com os mecanismos de consolidação nos modelos 
do condicionamento Pavloviano de medo (Introini-Collison, Saghafi et 
al., 1992; Przybyslawski, Roullet et al., 1999; Miranda, Lalumiere et al., 
2003; Grillon, Cordova et al., 2004; Miranda, Ferry et al., 2007; 
Rodriguez-Romaguera, Sotres-Bayon et al., 2009). Essas evidências 
indicam o papel do sistema noradrenérgico participando nas respostas de 
medo para diferentes estímulos condicionados. 
Mecanismos adrenérgicos estão envolvidos na ativação da 
circuitaria de medo da amígdala (Liang, Juler et al., 1986). A 
noradrenalina liberada dentro da amígdala aumenta durante as 
experiências de medo, e essa ativação noradrenérgica é essencial para 
induzir a formação de memória (McGaugh e Roozendaal, 2002). A 
noradrenalina, ou agonistas de receptores beta, infundidos na amígdala 
basolateral após o treino de esquiva inibitória melhora a retenção da 
memória de medo (Ferry, Roozendaal et al., 1999b), e também aumenta 
a consolidação da memória do condicionamento contextual aversivo 
(Lalumiere, Buen et al., 2003). Já a utilização de antagonistas de 
receptores beta na amígdala basolateral impede a consolidação das 
memórias emocionais (Gallagher, Kapp et al., 1977; Hatfield e 
McGaugh, 1999; Miranda, Lalumiere et al., 2003). Nosso trabalho 
confirma o papel do sistema noradrenérgico na aquisição das respostas 
de medo, indicando que esse sistema está envolvido na regulação da 
consolidação da memória para diferentes tipos de informação. Além 
disso, os dados deste trabalho mostram que a aquisição do COM, bem 
como a expressão do medo condicionado, não depende exclusivamente 
da amígdala quando o estímulo condicionado é uma pista olfatória. 
O mecanismo proposto para o efeito da noradrenalina na 
consolidação das memórias emocionais envolve a ativação de 
adrenoceptores beta. Estes receptores possuem via de sinalização 
intracelular, que envolve a formação de adenosina monofosfato cíclico 
(AMPc) pela estimulação da adenilato ciclase via ativação da proteína 
Gs (Bylund, Eikenberg et al., 1994). O aumento da concentração 
intracelular de AMPc ativa a proteína cinase A (PKA) dependente de 
AMPc, que fosforila proteínas, e dentre elas o CREB nuclear, induzindo 
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o processo de transcrição gênica (Fig. 17). Esse mecanismo endógeno 
permite o aumento da síntese de proteínas o que, por sua vez, está 
relacionado ao mecanismo de plasticidade sináptica envolvido na 
consolidação das memórias (Sara, 2009). 
O bloqueio dos adrenoceptores beta impede, portanto, essa via de 
sinalização intracelular, impedindo a formação da memória para os 
estímulos condicionados. Além disso, resultam em efeitos ansiolíticos 
nos diferentes modelos animais e humanos. No PMd, receptores beta1 
são importantes na mediação do comportamento defensivo para pistas 
olfatórias.   
 
 
Figura 17. Mecanismo de sinalização adrenérgica. A cascata de sinalização de receptores 
beta envolve a ativação da proteína Gs, ativando a adenilato ciclase, que aumenta a 
concentração de AMPc e PKA endógena. A ativação de PKA fosforila a proteína CREB 
nuclear que ativa fatores de transcrição gênica, aumentando a transcrição de proteínas. 
Legenda: AMPc, adenosina monofosfato cíclica; CREB, elemento de ligação a proteína 
responsivo a AMPc; Gs, proteína G estimulatória; GTP, guanosina trifosfato; P, fosfato; 
PKA, proteína cinase A. Adaptado de Sara (2009). 
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Aquisição do condicionamento olfatório de medo promovida pela 
ativação de adrenoceptores beta no PMd 
Na segunda etapa experimental deste trabalho, foi testada a 
hipótese de que a ativação de adrenoceptores beta no PMd resulta em 
modificações internas interoceptivas fortes o suficiente para permitir o 
COM. Estudos com condicionamento de medo geralmente utilizam o 
choque nas patas como estímulo incondicionado aversivo, uma vez que 
esse procedimento está bem padronizado (Walker e Davis, 2002b; Baldi, 
Lorenzini et al., 2004). Entretanto, a utilização desse estímulo exibe 
algumas limitações, sendo que seu caráter aversivo, além de estar 
relacionado ao medo, envolve também processos nociceptivos, e muitas 
vezes o efeito de algumas substâncias bloqueando a aquisição do medo 
condicionado poderia afetar mais a sensação nociceptiva que a 
consolidação da memória. A substituição do choque nas patas por um 
estímulo incondicionado alternativo, que utiliza respostas de sensações 
interoceptivas por compostos que modificam o estado fisiológico e de 
humor dos animais, pode providenciar uma alternativa para entender 
como os mecanismos de medo condicionado operam em condições 
naturais (Lal e Emmett-Oglesby, 1983). Neste estudo, nós induzimos 
um estado emocional pela estimulação de adrenoceptores beta no PMd, 
que foi utilizada como EI para promover o COM. No primeiro grupo 
experimental, os animais foram mantidos durante 3 min e 20 s em 
contato com o odor na caixa de condicionamento, uma vez que esse 
intervalo de tempo é o mesmo utilizado para realizar a sessão de 5 
choques nas patas. Os resultados indicaram que os animais injetados 
com ISO não foram diferentes dos controles injetados com PBS, 
sugerindo não ter havido o COM. Para não descartar a ausência de efeito 
do ISO no condicionamento, e propondo que o efeito do agonista requer 
um processo intracelular prolongado, ou mesmo a estimulação 
simultânea e mobilização de toda uma circuitaria encefálica responsável 
em interpretar o estado aversivo promovido pelo ISO, foi realizado o 
mesmo protocolo experimental com o intervalo de 10 min de exposição 
ao odor. A microinjeção de isoproterenol no PMd, seguida da 
apresentação do odor de acetato de amila durante 10 min, promoveu 
condicionamento de medo nos ratos. Diferente da etapa da 
familiarização, os animais dos grupos ISO10 e ISO40, quando em 
contato com o odor previamente condicionado, apresentaram 
diminuição no tempo próximo ao odor, e aumento no tempo escondido e 
no tempo realizando avaliação de risco do compartimento fechado 
(tempo de head-out).  
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As respostas de medo exibidas pelos ratos condicionados com 
ISO no PMd foram similares quando comparadas ao grupo controle dos 
experimentos da etapa 1, condicionados com choque nas patas 
(Apêndice A). A comparação entre os ratos controle dos experimentos 1 
e 2, condicionados com choques elétricos nas patas, e os ratos 
condicionados com ISO 40 nmol no PMd (experimentos 3-8), indica que 
ISO no PMd foi eficaz em promover o COM nos parâmetros 
comportamentais deste modelo experimental (Fig. I, Apêndice A). Além 
disso, os ratos condicionado com ISO no PMd apresentaram aumento no 
comportamento de avaliação de risco comparado aos ratos 
condicionados com choques nas patas, sugerindo aumento de vigilância 
nos ratos estimulados com ISO no PMd. O comportamento de avaliação 
de risco é bem característico nos ratos expostos ao predador natural 
(McGregor, Schrama et al., 2002), e isso explicaria o aumento do tempo 
de head-out quando o sistema envolvido com as respostas de medo do 
predador foi ativado.  
Os animais que receberam a microinjeção de isoproterenol fora 
do PMd, ou ratos injetados com PBS no PMd, não foram capazes de 
adquirir o COM e portanto não expressaram respostas de medo ao odor 
de acetato de amila. Isso indica que neurônios adrenérgicas localizados 
no PMd são responsáveis em promover o COM, uma vez que devem 
promover um estado emocional semelhante à exposição ao predador. O 
PMd, como já foi ressaltado anteriormente, apresenta aumento na 
expressão de proteína Fos em contato com o gato ou seus odores, da 
mesma forma que quando em contato com um odor pareado com choque 
nas patas (Staples, Hunt et al., 2005; Canteras, Kroon et al., 2008; 
Cezario, Ribeiro-Barbosa et al., 2008). Em adição, o PMd recebe 
conexões bilaterais do AHN e do VMH dentro do circuito de defesa 
hipotalâmico medial, e esse arranjo sináptico permite servir como um 
amplificador das respostas de medo frente ao perigo (Canteras, 2002). 
Por isso a estimulação direta de receptores beta no PMd sinaliza uma 
situação de perigo, promovendo um estado aversivo interoceptivo, capaz 
de funcionar como EI no COM. Por sua vez, o odor que foi 
condicionado com a injeção de ISO no PMd adquire características 
relevantes o suficiente para realizar o condicionamento de segunda 
ordem, e as respostas de medo observadas no contexto associado ao 
odor condicionado (teste EC2) são similares às respostas de medo 
exibidas no teste EC1. Vale ressaltar que os animais condicionados com 
a microinjeção de ISO no PMd e odor de acetato de amila, ao serem 
expostos na caixa de odor, não exibiram respostas de medo à caixa e, 
assim como no experimento anterior, a generalização dos animais pode 
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ser descartada, sendo que as respostas de medo emitidas foram 
exclusivamente para a pista olfatória previamente pareada.  
Recentemente foi demonstrado que a injeção sistêmica de 
pentilenotetrazol, um fármaco ansiogênico que atua bloqueando a 
atividade GABAérgica central, foi capaz de agir como EI aversivo 
alterando durante o processo associativo a valência emocional de um 
odor neutro para estímulo incondicionado aversivo (Cavalli, Bertoglio et 
al., 2009). Outras possibilidades de pareamento aversivo utilizam 
sensações internas (estímulos interoceptivos), como náuseas e mal estar 
induzidas por substâncias nocivas (Guitton e Dudai, 2004; Parker, 
2006), promovendo condicionamento contextual associado (Miranda, 
Lalumiere et al., 2003) ou mesmo associado ao odor (Miranda, Ferry et 
al., 2007). A interocepção está relacionada com a interpretação que se 
tem sobre determinado estímulo, e é importante para expressar as 
emoções (Panksepp, 1990). Assim, é possível evocar emoções pela 
ativação de certos circuitos encefálicos, como a ativação do PMd, 
demonstrado neste estudo.  
Estudos anteriores demonstraram que é possível realizar o 
condicionamento de medo Pavloviano pela ativação da MCPd (Di Scala, 
Mana et al., 1987). A estimulação elétrica ou química de regiões 
subcorticais já foi anteriormente relacionada à promoção de 
comportamentos motivados (Delgado, Roberts et al., 1954; Schenberg e 
Graeff, 1978; Cazala, 1979) e a estimulação elétrica da MCPd (Castilho 
e Brandão, 2001; Castilho, Macedo et al., 2002) pode provocar 
sensações aversivas no animal atuando como EI. Nossos resultados 
comprovam que EIs, capazes de promover um COM, podem ser gerados 
por sensações internas relevantes o suficiente a ponto dos animais 
evitarem os estímulos associados. Essas evidências também comprovam 
que o PMd é capaz de promover um aprendizado associativo, por meio 
de conexões para outras estruturas responsáveis em armazenar pistas ou 
contextos associados a perigos. 
A injeção sistêmica de isoproterenol tem sido relacionada com 
episódios de pânico em humanos (Pohl, Rainey et al., 1985; Pohl, 
Yeragani et al., 1988), devido a sintomas de ansiedade associada com o 
aumento da freqüência cardíaca (Yeragani, Pohl et al., 2007). Nos 
roedores, o isoproterenol também induz comportamento do tipo 
ansiogênico quando analisado no modelo do labirinto em cruz elevado. 
Quando ISO40 foi injetado no PMd, verificou-se uma diminuição do 
tempo nos braços abertos e nas entradas nos braços abertos (Apêndice 
B), corroborando os efeitos tipo ansiogênico do isoproterenol 
observados nos humanos. Essas evidências sugerem que as emoções 
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promovidas pela estimulação de receptores beta seriam responsáveis em 
associar esse estímulo interoceptivo com a pista olfatória. 
Vale ressaltar que a ativação de receptores beta pelo isoproterenol 
resulta em aumento de longa-duração da amplitude do potencial 
excitatório pós-sináptico (Wang, Huang et al., 1996). Na amígdala, o 
isoproterenol aumenta a amplitude da corrente de receptores 
glutamatérgicos tipo NMDA, participando da plasticidade sináptica 
durante o processo de aprendizagem (Huang, Lin et al., 1998). Em um 
aprendizado aversivo ao odor, a indução da plasticidade sináptica em 
neurônios do bulbo olfatório é dependente da ativação de 
adrenoceptores beta, e o aprendizado olfatório de medo pode ser 
mimetizado por injeções de isoproterenol no bulbo olfatório de ratos 
jovens (Zhang, Okutani et al., 2010). O aprendizado olfatório apetitivo 
durante o período pós-natal dos roedores ocorre através de vias 
adrenérgicas do locus coeruleus para o bulbo olfatório (Sullivan, 
Stackenwalt et al., 2000). Esse aprendizado de reconhecimento ao odor 
pode ser promovido pela ativação de receptores beta no bulbo olfatório 
ou no locus coeruleus com o isoproterenol, e esse efeito estimulatório é 
bloqueado com o pré-tratamento de injeções sistêmicas de propranolol 
(Sullivan, McGaugh et al., 1991; Sullivan, Stackenwalt et al., 2000). 
Isso demonstra que o aprendizado associativo ao odor, sendo este 
aprendizado aversivo ou não, pode ser realizado pela estimulação de 
receptores adrenérgicos centrais.   
Como o isoproterenol é um agonista não seletivo de receptores 
beta, foi realizado o pré-tratamento com antagonistas seletivos (beta1 e 
beta2) antes da microinjeção de ISO. Somente a microinjeção de 
atenolol foi capaz de impedir o COM pela injeção de ISO no PMd, 
mostrando que o bloqueio de receptores beta1, mas não dos receptores 
beta2, impede o efeito do ISO em promover o condicionamento de 
medo. Esses resultados, corroborando trabalhos anteriores (Crissman, 
Makhay et al., 2001; Do-Monte, Kincheski et al., 2010), indicam que o 
efeito estimulatório do isoproterenol na promoção do COM é devido as 
suas ações nos receptores beta1. O bloqueio de receptores beta1 antes da 
injeção de ISO no PMd impediu a expressão das respostas de medo ao 
odor no teste EC1, e os animais apresentaram comportamento 
semelhante ao grupo controle. Além disso, nessa etapa experimental, o 
uso dos antagonistas atenolol e butoxamina associado ao PBS 
(ATE+PBS e BUT+PBS) monstrou que os antagonistas sozinhos não 
são capazes de promover nenhum comportamento defensivo frente ao 
odor, indicando a especificidade do agonista em promover COM.  
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O bloqueio de receptores beta1 antes da fase de expressão ao 
medo condicionado promovido por ISO impediu as respostas de medo 
frente ao odor no teste EC1. O PMd apresenta um aumento elevado da 
expressão de Fos não somente para a presença do predador, mas 
também para o contexto associado à exposição ao gato (Staples, Hunt et 
al., 2005; Cezario, Ribeiro-Barbosa et al., 2008). A inativação 
farmacológica do PMd com muscimol impede a expressão das respostas 
de medo ao contexto do predador (Cezario, Ribeiro-Barbosa et al., 
2008). Como já havia sido discutido anteriormente, o bloqueio de 
receptores beta no PMd também impede o condicionamento ao contexto 
associado ao odor de gato (Do Monte, Canteras et al., 2008) e neste 
trabalho foi demonstrado que a expressão das respostas de medo no 
condicionamento de segunda ordem é impedido por atenolol no PMd. 
Estes resultados, em conjunto, indicam que receptores beta1 no PMd são 
importantes para a expressão das respostas de medo a estímulos 
olfatórios aversivos, e também são importantes para promover 
associação ao contexto associado com o perigo. Essa etapa experimental 
também mostrou que receptores beta1 no PMd, mesmo após a etapa de 
estimulação com ISO, estão reativos a ponto de responderem ao 
bloqueio com atenolol. Assim, uma única injeção de isoproterenol, nas 
doses utilizadas, não é capaz de promover lesão em neurônios 
noradrenérgicos no PMd. 
Em um experimento subsequente, foi verificado que o bloqueio 
de receptores adrenérgicos periféricos com nadolol não interfere com o 
efeito de ISO no PMd na promoção do COM. A estimulação de 
estruturas encefálicas envolvidas com o comportamento defensivo de 
roedores, como MCPd, ativa o sistema nervoso simpático periférico, 
aumentando a freqüência cardíaca e respiratória devido à liberação de 
adrenalina e noradrenalina sistêmica (Carobrez, Schenberg et al., 1983). 
Alguns trabalhos sugerem que a consolidação de memórias emocionais 
é mediada pela liberação de hormônios da glândula supra-renal e por 
neurotransmissores que modulam o sistema noradrenérgico, 
convergindo para o sistema nervoso central (McGaugh e Roozendaal, 
2002). Estudos que utilizam aprendizado contextual com choque elétrico 
nas patas mostram que o nervo vago tem papel crítico em mediar os 
efeitos periféricos da adrenalina e da noradrenalina nos sistemas 
encefálicos envolvidos na consolidação de memórias (Clark, Smith et 
al., 1998). O núcleo do trato solitário é uma região que recebe aferências 
periféricas vagais e contém populações de neurônios noradrenérgicos 
(Williams, Men et al., 2000) e envia a informação para estruturas 
envolvidas com o aprendizado e a memória, como a amígdala, 
86 
 
sugerindo que neurônios noradrenérgicos centrais provenientes do 
núcleo do trato solitário poderiam mediar os efeitos periféricos da 
liberação de adrenalina e noradrenalina na consolidação da memória 
(Williams e McGaugh, 1993). Como o tratamento com nadolol realizado 
antes da sessão de condicionamento com ISO não impediu o COM, a 
possibilidade de que a ativação dos receptores adrenérgicos periféricos 
esteja participando no processo de COM promovido por ISO está 
descartada. Este resultado sugere que o efeito da estimulação de 
receptores beta no PMd no condicionamento de medo não ocorre devido 
à ativação do sistema nervoso simpático periférico e estimulação de 
receptores beta sistêmicos.  
Em um estudo anterior, a mesma dose de nadolol utilizada neste 
trabalho, impediu a taquicardia promovida por dopamina (Do Monte, 
Canteras et al., 2008), indicando que há bloqueio de adrenoceptores 
periféricos na dose utilizada. No estudo de Do Monte e colaboradores 
(2008), os autores mostraram que o tratamento com nadolol não 
interfere com as respostas de medo ao odor de predador, e também não 
bloqueia a ativação de neurônios no PMd quando comparado ao 
propranolol. Além disso, o condicionamento ao contexto do odor de 
gato não é dependente da ativação beta adrenérgica sistêmica (Do 
Monte, Canteras et al., 2008). Comparando essas evidências com os 
estudos envolvendo consolidação de memória pela ativação vagal, os 
resultados sustentam a idéia de que a estimulação de receptores beta no 
PMd, ou o condicionamento contextual promovido pela exposição ao 
predador, pode envolver processamento de circuitos encefálicos 
semelhantes porém diferentes daqueles observados com os 
procedimentos baseados em choque nas patas do condicionamento 
Pavloviano clássico, que envolve um estímulo aversivo físico mais do 
que uma sinalização interoceptiva. 
A última etapa experimental deste estudo avaliou a participação 
de receptores glutamatérgicos da MCPd na mediação da aquisição e da 
expressão das respostas de medo ao COM promovido por ISO no PMd. 
Essa hipótese surgiu das evidências de que os efeitos do PMd na 
sinalização do perigo à pista de predador depende de vias, 
possivelmente glutamatérgicas, para a MCP (Canteras e Swanson, 1992; 
Chiavegatto, Scavone et al., 1998; Cezario, Ribeiro-Barbosa et al., 
2008). Assim, o bloqueio de receptores NMDA com AP5 na MCPd 
antes da estimulação de receptores beta no PMd impediu o aprendizado 
associativo ao odor. As respostas de medo verificadas na sessão EC1 
mostraram que a microinjeção de AP5 na MCPd foi capaz de impedir a 
aquisição do COM pela injeção de ISO no PMd. Consequentemente os 
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animais não expressaram as respostas de medo ao odor de acetato de 
amila (teste EC1), nem expressaram respostas de medo ao contexto 
associado (teste EC2). As respostas comportamentais dos animais desse 
grupo foram similares ao grupo controle, e apresentaram desempenho 
comportamental semelhante ao dia da familiarização na caixa de odor. A 
resposta decorrente do processo cirúrgico envolvendo dupla canulação 
não interferiu na aquisição do COM, uma vez que ratos recebendo PBS 
na MCPd e ISO no PMd apresentaram aumento das respostas de medo 
ao odor de acetato de amila e ao contexto associado, indicando mais 
uma vez a eficiência da injeção de ISO no PMd em promover o 
condicionamento de medo. Além disso, a injeção de AP5 em regiões 
acima da MCP, como no colículo superior, não interferiu com o 
aprendizado associativo promovido por ISO no PMd.  
A participação de receptores glutamatérgicos na MCPd também 
foi verificada durante a expressão das respostas de medo ao odor 
condicionado com ISO. Os animais que foram condicionados com ISO 
no PMd e microinjetados com AP5 na MCPd antes do teste EC1 
apresentaram respostas de medo frente ao odor reduzidas, e os ratos 
deste grupo não apresentaram respostas de medo ao contexto associado 
ao odor (condicionamento de segunda ordem), indicado pela ausência 
das respostas defensivas no teste EC2. Assim, neurônios 
glutamatérgicos na MCPd estão envolvidos na aquisição do COM e 
também na aquisição do condicionamento de segunda ordem ao 
contexto associado, bem como durante a expressão das respostas de 
medo ao odor. Estes resultados em conjunto indicam que vias 
glutamatérgicas do PMd para a MCPd estariam envolvidas na mediação 
da aquisição e da expressão das respostas de medo ao COM promovido 
por estimulação de receptores beta no PMd. 
A MCPd é uma região do mesencéfalo de ratos associada com 
respostas de medo (Carrive, 1993). Estudos anteriores já demonstraram 
que é possível realizar condicionamento de medo Pavloviano pela 
associação de luz com a ativação da MCP (Di Scala, Mana et al., 1987). 
A inativação da MCP com muscimol é capaz de bloquear o 
condicionamento de medo ao choque nas patas (Johansen, Tarpley et al., 
2010). Além disso, o bloqueio farmacológico da MCP com muscimol é 
capaz de bloquear o condicionamento de medo contextual ao ambiente 
associado com a presença do gato (Cezario, Ribeiro-Barbosa et al., 
2008). Por isso, a hipótese de que neurônios glutamatérgicos na MCPd 
são importantes na mediação da expressão das respostas de medo e 
também no aprendizado associativo foi testada. Recentemente foi 
demonstrado que a ativação da MCPd, através da microinjeção de 
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NMDA, é capaz de permitir o COM na mesma magnitude que neste 
projeto (Kincheski et al., 2010). Esses resultados juntamente com os 
dados deste trabalho sustentam a hipótese de que vias neurais integrando 
a MCPd são importantes no aprendizado associativo também para pistas 
olfatórias. 
A ativação de neurônios adrenérgicos na amígdala basolateral 
ativa mecanismos glutamatérgicos, que facilitam a neuroplasticidade 
dependente de NMDA (Huang, Tsai et al., 1994; Lennartz, Hellems et 
al., 1996), sugerindo que o efeito da noradrenalina na consolidação da 
memória envolve uma sinalização dependente de mecanismos 
glutamatérgicos. Os dados deste trabalho poderiam sugerir, então, que a 
estimulação de adrenoceptores beta poderia modular neurônios 
glutamatérgicos, sendo que a MCPd seria um alvo importante na 
aquisição e expressão das respostas de medo ao COM.  
Considerando as similaridades para o padrão de comportamento 
dos roedores para as pistas de predador e para o odor previamente 
condicionado com choque nas patas ou com isoproterenol no PMd, 
ambos os procedimentos poderiam providenciar a mesma circuitaria 
encefálica responsável em processar o condicionamento de medo. 
Recentemente foi verificado que lesões com NMDA nos principais 
alvos talâmicos do sistema defensivo hipotalâmico medial, o núcleo 
reuniens (RE) e a região ventral do núcleo anteromedial (AMv), 
poderiam ocasionar uma total perda do condicionamento contextual ao 
predador, sem interferir com as repostas de medo a presença do gato 
(Carvalho-Netto, Martinez et al., 2010). Assim, a influência desses dois 
núcleos talâmicos no condicionamento contextual poderia envolver uma 
via anatômica formada pela região retrosplenial agranular e área 
posrrinal, que são relacionadas com o condicionamento contextual em 
estudos de pareamento ao contexto com choque nas patas, 
provavelmente por meio de projeções para o hipocampo e núcleo da 
amígdala lateral (Burwell e Amaral, 1998; Bucci, Phillips et al., 2000; 
Burwell, Saddoris et al., 2004). Além disso, projeções da MCPd para os 
núcleos do sistema hipotalâmico medial também poderiam influenciar 
esses alvos talâmicos para o processamento contextual. A estimulação 
elétrica ou química da MCPd é associada a um aumento de expressão de 
Fos no PMd (Vianna, Borelli et al., 2003). Assim, o papel da MCPd na 
aquisição do condicionamento de medo poderia ser mediado pelos 
mesmos alvos talâmicos RE e AMV.  
Na figura 18 está ilustrada a proposta de que as vias provenientes 
do PMd e da MCPd (via projeções para o PMd) para alvos talâmicos 
(RE e AMv) são responsáveis no processamento e armazenamento da
Figura 18. Diagrama esquemático ilustrando as conexões do sistema defensivo hipotalâmico medial, composto pelo AHN, VMH e PMd, 
resposável em detectar a informação sensorial aversiva, e as projeções do PMd para a MCPd, importante para a associação do condicionamento 
de medo ao odor, e para núcleos talâmicos, responsáveis no processamento da informação. Legenda: AHN, núcleo hipotalâmico ant
região ventral do núcleo anteromedial;  LHA, área hipotalâmica lateral; MCPd, matéria cinzenta periaquedutal dorsal; PMd, núcleo pré
dorsal; Re, núcleo reuniens; VMHdm, parte dorsomedial do núcleo ventromedial. Adaptado de Cezario, Ribeiro
 
 
 
erior; AMv, 
-mamilar 
-Barbosa et al. (2008).
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informação. Por isso a ativação de receptores beta1 no PMd serve como 
um EI eficiente em promover o COM. Em particular, os dados obtidos 
mostram que a estimulação do PMd é um bom modelo para mimetizar 
as mudanças emocionais ocasionadas pela exposição ao predador, uma 
vez que é capaz de mobilizar os mesmos circuitos neurais relacionados 
com a aquisição e expressão do condicionamento contextual associado 
ao predador. 
Resultados anteriores que mostraram aumento da expressão de 
Fos no PMd relacionado com as respostas de medo ao odor previamente 
condicionado com choque nas patas (Canteras, Kroon et al., 2008), em 
conjunto com os dados deste trabalho, demonstram que adrenoceptores 
beta no PMd são importantes por interferir com a aquisição do COM, 
com as respostas de medo ao EC e também com o condicionamento 
associado ao contexto da exposição do odor condicionado. Além do 
mais, a estimulação de receptores beta no PMd promove COM por atuar 
como EI interoceptivo, substituindo o choque elétrico nas patas. 
O entendimento da circuitaria encefálica responsável em 
interpretar e armazenar respostas de medo condicionadas pode ter 
importantes implicações para o tratamento da ansiedade patológica no 
homem. Muitas formas de ansiedade humana envolvem a geração de 
respostas de medo aos estímulos ambientais associadas com trauma, 
similares às respostas de medo expressas pelos animais nos modelos 
experimentais de condicionamento Pavloviano. Homens também são 
condicionados ao medo e respondem ao estímulo associado ao trauma 
com as mesmas reações de medo, como congelamento e liberação de 
hormônio de estresse (Cain e Ledoux, 2008).  
Dados deste trabalho poderão contribuir em parte para explicar os 
mecanismos envolvidos em modelos de condicionamento de medo, além 
do propor um modelo capaz de gerar condicionamento em situações 
reais, onde o aumento de ativação da noradrenalina central assemelha-se 
a um trauma mais natural do que choque elétrico nas patas. 
Os principais resultados que sustentam esta afirmação são: 
1. Adrenoceptores beta1 são importantes na etapa de aquisição e 
da expressão do condicionamento olfatório de medo (COM) induzido 
por choque elétrico nas patas.  
2. A ativação de adrenoceptores beta no PMd pode funcionar 
como um estímulo incondicionado (EI) aversivo, dando suporte ao 
COM.  
3. O bloqueio de receptores beta1 no PMd impede a aquisição e a 
expressão do COM promovido pela microinjeção de ISO no PMd. 
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4. O COM promovido pela microinjeção de ISO no PMd é 
independente da ativação de receptores adrenérgicos sistêmicos.  
5. O COM promovido pela microinjeção de ISO no PMd é 
depende da ativação de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA 
presentes na MCPd - o bloqueio de receptores NMDA na MCPd impede 
a aquisição e a expressão do COM produzido pela aplicação de ISO no 
PMd. 
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6. Conclusões 
 
Os resultados deste trabalho mostram que adrenoceptores beta no 
PMd interferem com a aquisição e com a expressão das respostas de 
medo em ratos submetidos ao protocolo do condicionamento olfatório 
de medo, demonstrando que o modelo do condicionamento olfatório de 
medo e do odor de gato parecem utilizar circuitos neurais semelhantes 
para associar respostas de defesa. 
Os dados deste trabalho também sugerem que a ativação de 
receptores beta no PMd produz um estado emocional semelhante ao de 
ratos expostos ao predador natural, a ponto de funcionar como um 
estímulo incondicionado aversivo e promover condicionamento de medo 
ao odor. Esse condicionamento é capaz de promover respostas de medo 
semelhantes ao condicionamento com choque elétrico nas patas, por isso 
a estimulação de receptores beta no PMd pode substituir o estímulo 
nociceptivo e promover condicionamento de medo em condições mais 
naturais, como a interocepção gerada pela ativação de circuitos de 
medo. Além disso, a ativação do PMd mobiliza as mesmas estruturas 
encefálicas, como a matéria cinzenta periaquedutal dorsal, que 
participam no comportamento defensivo ao predador natural. 
Em conjunto, os dados deste trabalho mostram que receptores 
beta1 no PMd são importantes para mediar respostas de medo a um 
estímulo olfatório aversivo.  
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8. Apêndice  
 
Apêndice A – Análise comparativa entre os animais submetidos 
ao condicionamento olfatório de medo com choque elétrico nas patas e 
aquele originado com isoproterenol no PMd 
 
 
Figura I. Análise comparativa de animais do grupo controle (Experimentos 1-4, n=15), que 
receberam PBS no PMd, e foram submetidos ao COM através de choque nas patas, e animais 
que foram condicionados com ISO 40 nmol (Experimentos 3-8, n=34) no PMd e expostos ao 
odor de acetato de amila durante 10 min. A análise estatística ANOVA com medidas repetidas 
não detectou diferenças entre os grupos no de tempo de aproximação [F(1,47)=0,15] e no 
tempo escondido [F(1,47)=2,54). Foram detectadas diferenças entre os grupos para o fator 
tratamento no tempo de head-out [F(1,47)=28,66, p < 0,05], indicando que ratos condicionados 
com ISO no PMd apresentaram aumento no tempo de avaliação de risco nas sessões EC1 e 
EC2 comparados ao grupo condicionado com choque nas patas. 
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Apêndice B – Animais injetados com ISO 40 nmol no PMd 
foram analisados no modelo de ansiedade clássico para verificar o 
estado emocional promovido por estimulação de receptores beta. 
 
 
Figura II. Os ratos foram submetidos ao modelo do labirinto em cruz elevado (composto de 
dois braços abertos e dois braços fechados), 5 min após a microinjeção de ISO 40 nmol no 
PMd. Os parâmetros analisados, durante 5 min de exposição ao labirinto, foram número de 
entradas nos braços abertos, tempo nos braços aberto (esses dois parâmetros foram utilizados 
como índice de ansiedade), número de tentativas de entrada nos braços abertos 
(comportamento de avaliação de risco) e número de entrada nos braços fechados (como índice 
de locomoção). A análise estatística ANOVA indicou diferenças significativas (p < 0,05) para 
o número de entradas nos braços abertos e o tempo nos braços abertos. Ratos que receberam 
ISO 40 no PMd apresentaram diminuição no número de entradas e no tempo de permanência 
nos braços abertos, indicando um comportamento tipo ansiogênico promovido por ISO. 
